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fT) (57) Abstract: The invention relates to a pharmaceutical composition comprising at least one mRNA, which contains at least one 
O region that codes tor an antigen from a tumour, combined with an aqueous solvent and preferably with a cytokine, e.g. GM-CSF. 

OThe invention also relates to a method for producing the pharmaceutical composition. The inventive pharmaceutical composition is 



used in particular for the treatment and/or prophylaxis of cancer, 
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(57) Zusnmmenfnssung: Die vorliegende Erfindung betrifft eine pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend mindestens eine 
mRNA, umfassend mindestens einen fur mindestens ein Antigen aus einem Tumor codlerenden Bereich, in Verbindung mit eincm 
wtissrigen Ltisungsmittel und vorzugsweise einem Cylokin, bspw. GM-CSE, und ein Verfahren zur Herstellung der phamiazeu- 
lischen Zusammensetzung. Die erfindungsgernHBu pharmazeutische Zusammenselzung dienl insbesondere der Therapie und/oder 
Prophylaxe gegen Krebs, 
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Die Applikatioti von mRNA fur den Eiftsatfc als Thetapeutikum geget* 
10 Tumotetlctanlcungen 

Die vorliegende Erfindung bettifft eine pharmazeutische Zusatnmenseteung, enthaltend min- 
destens eine mRNA, umfassend mindestens einen fik mindestens ein Antigen aus einem Tu- 
mor codierenden Bereich, in Vetbindimg toit einem wasstigen Losungsmittel und vomtgs- 
15 weise einem Cytokin, bspw. GM-CSF, und ein Verfahten zur Herstellung det pharmaceutic 
schen Zusammensetzung, Die erfindungsgemaBe phatmj&eutische Zusammenseteung dient 
insbesondete det Hietapie und/odet Ptophylaxe gegen Krebs. 

Die Genthetapie und die genetische Vaksdnierung sind molekdattaed ia inische Vetfahren, 
20 deten Anwendung in det Thetapie und Ptavention von Etktankungen cthebliche Auswitlcun- 
gen auf die medhinische Ptaxis haben witd, Beide Verfahten betuhen auf der EinbHngung 
von Nukleinsauten in Zellen bzw. in Gewebe des Patienten sowie auf det anschlieBenden 
Vetarbeitung det dutch die eingebtachten Nuldeinsauten codierten Information, dh, det Ex- 
pression det etwiinscliten Polypeptide. 

25 

Die ubliche Votgehensweise bishetiget Vetfabten det Genthetapie und det genetiscben Vak- 
' sinierung ist die Vetwendung von DNA, urn die benotigte genetische Infoimation in die Zel- 
le einsuschleusen. In diesem Zusammenhang sind vetschiedene Vetfabren zur Einbtingung 
von DNA in Zellen, wie bspw. Calciumpbosphat-Transfektion, Polypten-Ttansfektion, Pro- 
. 30 toplasten-Fusion, Elekttopotation, Miktoinjektion und Lipofektion, entwickelt wotden, wo- 
bei sich insbesondete die Lipofelction als geeignetes Vetfahren hetausgestellt hat 

Ein weitetes Vetfahren, das insbesondete bei genetiscben Valcsdnierungsverfahren votge- 
schlagen wurde, ist die Verwendung von DNA-Viren als DNA-VehikeL Detartige Viren ba- 
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ben den Vorteil, dafS aufgrund ihrcr infektiSsen Eigenschaften eine sehr hohe Transfektions- 
rate zu ercielen ist, Die verwendeten Viren wenden genetisch verandeit, so dafi in der transft 
zierten Zelle keine fuddonsfahigen irifektiosen Partikel gebildet wended Ttotz dieser Vor- 
sichtsmafitiahme kann jedoch aufgrund moglicher Retambimtionsereignisse ein gewisses 
5 Risiko der unfontrollierten Ausbrekung der eingebrachten gentherapeutisch wirksamen sowie 
virulen Gene nicht ausgeschlossen wertlen, 

tJblicherweise witd die in die Zelle eingebiachte DNA in gewissem Ausraafi in das Genom 
der ftunsfizierten Zelle integriert Einerseits kaon dieses PJh&iomen einen erwtochten Effekt 

10 ausiiben, da Eierdurch eine langandauemde WMcung der eingebrachten DNA erzielt weixlen 
kann. Andererseits bringt die Integration -in das Genom ein wesendiches Risiko der Genthe- 
rapie mit sich. So kann es bspw. zu einer Insertion der eingebrachten DNA in ein intakes 
Gen kommen, was eine Mutation darstellt, welche die Funktion des endogenen Gens behin- 
dert oder gar volllcommen ausschaltet Durch solche Integiationsereignisse kftnnen einerseits 

15 fiir die Zelle lebenswichtige Enzymsysteme ausgeschaltet werxlen, andererseits besteht auch 
die Gefahr einer Transformation der so veranderten Zelle in einen entarteten Zustand, falls 
dutch die Integration der Ftemd-DNA ein fur die Regulation des Zellwachstums entschei- 
dendes Gen vemndert wild Daher kann bei der Verwendung von DNA- Viren als Genthetu- 
peutika und Vakzine ein Risiko der Krebsbildung nicht ausgeschlossen wendea In diesem 

20 Zusammenhang ist attch zu beachten, dafi zur wirksamen Expression der in die Zelle einge- 
biachten Gene die entsprechenden DNA-Vehikel einen starken Promotor, bspw den viralen 
CMV-Prx>motor, enthalten. Die Integration derurriger Promotoren in das Genom der behan- 
delten Zelle kann zu unerwiinschten Veranderungen der Regulierung der Genexpression in 
der Zelle fiihreru 

25 

Ein weiterer Nachteil der Verwendung von DNA als Gentherapeutika und Vakzine ist die 
Induldon pathogener Anti-DNAr Antil«Jrper im Patienten unter Hervorrufung einer mogli- 
chetweise todlichen Immunantwort 

30 Im Gegensatz zu DNA ist der Einsatz von RNA als Gentherapeurikum oder Vakzin als we- 
sentlich sicherer einzustufen. Insbesondere bringt RNA nicht die Gefahr mit sich, stabil in 
das Genom der tmnsfizierten Zelle integriert zu werderu Des weiteren sind keine viralen Se- 
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quenzen, wie Promotoren, zur wirksamen Ttamldption, erforderlich. Dariiber hinaus wird 
RNA wesentlich einf acher in utx> abgebaut, Wohl aufgiund der gegentiber DNA relativ hw>- 
zen Halbwertszeit von RNA im Blutkreislauf sind bisher keine anti-RNA-Antikotper nach- 
gewiesen wordea Daher kann RNA fur molekJarmedizbisclie Theiapieverfahren als Mole- 
5 ldil der Wahl angesehen weden, 

AllerdLngs bediirfen auf KNA-Expressionssystemen beruhende medizinische Verfahren vof 
einer brekeren Anwendung noch der Losung elniger grundsatsJicher Probleme. Ekes der 
Probleme bei der Verwendung von RNA ist der sichere, Zelt bm Gewebe-spezifische effi- 
10 ziente Transfer der Nukleinsaure. Da sich RNA in Losung normalerweise als sehr instabil 
erweist, konnte durch die hericommlichen Verfahren, die bei DNA verwendet werden, RNA 
bisher nicht oder nur sehr inefficient als Theiapeutiknm bzw> Impfstoff verwendet werden. 

Fur die Instability sind RNA-abbauende Enzyme, sog, RNAasen (Ribonucleasen), verant- 
15 wortlich, Selbst kleinste Verurueinigungen von Ribonucleasen reichen aus, urn RNA in Lo- 
sung vollstandig abzubauen, Der natiirliche Abbau von mRNA im Cytoplasma von Zellen ist 
sehr fein reguliert Diesbezuglich sind mehrcre Mechanismen bekannt So ist fiir eine funkti- 
onale mRNA die endstandige Stmktur von entscheidender Bedeutung. Am 5'JEnde befindet 
sich die sogenannte "Gap-Struktur" (ein niodifiziettes Guanosin-Nucleotid) und am3 L Ende 
20 eine Abfolge von bis zu 200 Adenosin-Nucleotiden (der sog. Poly^A-Schwanz), Uber diese 
Strukturai wird die RNA als mRNA erkannt und der Abbau reguliert. Dariiber hinaus gibt es 
weitere Prozesse, die RNA stabilisieren bzw. destabilisiertn, Viele diese Prozesse sind noch 
unbekannt, oftmals scheint jedoch eine Wechselwiikung zwischen der RNA und Proteinen 
dafiir mafigeblich zu sein. Bspw. wude kutzlich ein "mRNA-Surveillance-System" beschtie- 
25 ben (Hellerin und Patker, Anna Rcv> Genet 1999, 33: 229 bis 260), bei dem durch bestimm- 
te Feedback-Protein- Wechselwirkungen im Cytosol unvollstandige oder Nonsense-mRNA 
erkannt und dem Abbau zuganglich gemacht wird, wobei ein Hauptteil dieser Prozesse durch 
Exonucleasen vollzogen wind. 

30 ' Im Stand der Technik sind einige Ma&aahmen vorgeschlagen worden, urn die Stabilitat von 
RNA zu erhohen und dadurch ihien Einsatz als Gentherapeutikum bzw. RNA-Vakzine zu 
ermoglichen. 
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' In EP~ A- 1083232 wild zair Losung des vorstehend genannten Problems der Instability von 
RNA ex uw ein Verfahren zur Einbringung von RNA, insbesondere mRNA, in Zellen und 
Organismen vorgeschlagen, bei welchem die KNA in Form eines Komplexes mit einem kat- 
5 ionischen Peptid oder Protein vorliegt. 

WO 99/14346 beschreibt weitere Verfahren £ur Stabilisierung von mRNA Insbesondere 
werden Modifizierungen der mRNA vorgeschkgen, welche.die mRNA-Spezies gegeniiber 
dem Abbau von RNasen stabilisienen, Denutige Mbdifikationen betreffen einerseits die Stabi- 

10 lisierung dutch Sequenzmodifikatlonen, insbesondere Verminderung des O und/oder U- 
Gehalts dutch Baseneliminierung oder Basensubstitutioa Andererseits werden chemische 
Modifikationen, insbesondere die Verwendung von Nucleotidanaloga, sowie 5- und 3- Bio 
ckierungsgruppen, eine erhohte Lange des Poly-A-Schwanzes sowie die Komplexierung der 
mRNA mit stabifoietienden Mitteln und Kombinarionen der genannten MafSnahmen vorge- 

15 schkgen. ' 

In den US-Patenten US 5,580,859 und US 6,214,804 werden unter anderem im Rahmen der 
"transienten Gentherapie" (TGI) mRNA-Vakzine und -Therapeuuka offenbatt Es werden 
verschiedene Mafinabmen zur Erhohung der Translationseffizienz und der mRNAStabilitat 
20 beschrieben, die sich vor allem auf die nicht-transhtierten Sequenzbereiche beziehen, 

Bieler und Wagner (im Schleef (Hinsg.), Plasmids for Therapy and Vaccination, Kapitel 9, Sei- 
ten 147 bis 168, Wiley- VCH, Weinheim, 2001) berichten von der Vetwendung synthetischer 
Gene im Zusammenhang mit gentherapeutischen Methoden imter Verwendung von DNA- 

25 Vakinen und lentiveralen Vektoren, Es wird die Konstrulction eines synthetischen, von HTV 
1 abgeleiteten gzg-Gens beschrieben, bei welchem die Codons gegeniiber der Wildtyp 
Sequenz derart modif iziert wurden (alternative Codonverwendung, engl. "codon usage"), dafi 
sie der Verwendung von Codons entsprach, die in hoch exprimietten Saugergenen zu finden 
ist Dadurch wurde insbesondere der A/T-Gehalt gegeniiber der Wildtyp-Sequenz vermin- 

30 dert Die Autoren stellen insbesondere eine erhohte Expressionstate des synthetischen gtg 
Gens in tiansfizierten Zellen fest Des weiteren wurde in Mausen eine erhohte Antil«3rperbil- 
dung gegen das g^-Piotein bei mit dem synthetischen DNA-Konstrukt immunisierten Mau- 
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sen und auch eine vetstarkte Cytoldnfrcisetzung in zittv bei tmnsfizierten Milzzellen von Mau- 
sen beobachtet, Schliefilich konnte eine Induzierung einer c^totoxischen Immunantwort in 
mit dem ^Expressionsplasmid immunisierten Mausen festgestellt werdem Die Autoren 
dieses Aitikels fiihren die vetbessetten Eigenschaften ihres DNA-Vakzins im wesentlichen 
5 auf einen dutch die optimiette Codonverwendung hervotgerufene Veianderung des nucleo 
' cytoplasmatischen Transports der vom DNA-Vakzin exprimierten raKNA zuriick. Im Ge- 
gensatz dazu halten die Autoren die Auswirkung der veiunderten Codonverwendung auf die 
Translationseffizienz fiir gering, 

1 0 Der vorliegenden Erf indung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein neues System zur Genthe- 
xapie und genetischen Vakzinierung fiir Tumoren beteitzustellen, das die mit den Eigenschaf- 
ten von DNA-Thetapeutika und - Vakzinen verbundenen Nachteile uberwindet 

Diese Auf gab wild dutch die in den Anspriichen gekennzeichneten Ausfuhrungsformen der 
1 5 vorKegenden Erfindung gelost* 

Insbesondetc witd eine pharmazeutische Zusammensetzung betcitgestellt, enthaltend min- 
destens eine mRNA* umfassend mindestens einen fiir mindestens ein Antigen aus einem Tu- 
mor codietenden Bereich, in Vetbindung mit einem wasserigen LosungsmttteL 

20 

Der Begtiff ^Antigen aus einem Tumot* bedeutet erfindungsgemafi, dass das entsprechende 
Antigen in mit einem Tumor assozierten Zellen exprimieit witd, Daher sind erfindungsgemafi 
Antigene aus Tumoren insbesondere solche, die in den entarteten Zellen selbst produziert 
weiden* Voizugsweise handek es sich dabei urn auf der Oberflache der Zellen lokalisierte 

25 Antigene, Des Weiteren sind die Antigene aus Tumoren aber auch solche, die in Zellen 
exprimiert wetden, welche nicht selbst (oder xirspriinglich nicht selbst) entartet sind (waren), 
jedoch mit dem iii Rede stehenden Tumor assoziiett sind Dazu gehorcn bspw. auch Antige- 
ne, die mit Tumor-vetsotgenden Gefafien bm dercn (Neu-)Bildung zusammenhangen, ins- 
besondere solche Antigene, die mit derNeovasluilarisierung oder Angiogenese assoziiett sind, 

30 bspw, Wachstumsfakotcn wie VEGF, bFGF, usw, Weiteriiin umfassen deiurtige mit einem 
Tumor zusammenhangende Antigene solche aus Zellen des den Tumor einbettenden Gewe- 
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bes. Zu nennen sind Her entspiechende Antigene von Bindegewebszellen, zJJ. Antigene der 
extrazellu&ten Matrix. 

Erfindungsgemafi wind in der pharmazeutischen Zusainmensetzung eine (oder mehxere) 
5 mRNAs zur Therapie bzw. Impfung, d& Valdtaietung, zur Behandlung oder Prevention 
(Pmphykxe) von Krebserkiankungen verwendet. Die Vakzinierung beruht auf der Einbrin- 
gung eines Antigens (oder mehrerer Antigene) eines Tumors, imvorliegendenFall der geneti-' 
schen Information fiir das Antigen in Form der fUr das oder die Antigen(e) codienenden 
mRNA, in den Oiganismus, insbesondere in die Zelle> Die in der phanrazeutischen Zusanv 

10 mensetzung enthaltene mRNA wird in das (Tumo^ Antigen ttunslatieit, diu das von der 
modifizieiten mRNA codierte Polypeptid bzw, antigene Peptid -wird exprimiert, wodurch eine 
gegen dieses Polypeptid bzw, antigene Peptid gerichtete Immiuiantwort stimuliert wird. Im 
vorliegenden Fall der Verwendung als genetische Vakzine zur Behandlung von Knebs witd 
dalier die Immunantwort durch Einbringung der genetischen Inf onnation fiir Antigene aus 

15 einem Tumor, insbesondere Proteine, die ausschliefilich auf Krebszellen exprimieit wetden, 
erreicht, in dem eine erfindungsgemafte pharmazeutische Zusammensetzung verabieicht wild, 
die eine fiir ein derartiges Ktebsantigen codieiende mRNA enthalt Dadurch wild das oder 
die Krebsantigen(e) im Organismus exprimiert, wodurch eine Immunantwort hervotgerufen 
wild, die wirksam gegen die Krebszellen gerichtet ist, 

20 

In ihier Verwendung als Vakzine kommt die erfindungsgemafie pharmazeutische Zusammen- 
setzung insbesondere zur Behandlung von Kiebserkrankungen (wobei die mRNA vorzugs- 
weise fUr ein tumorspezifisches Oberflachenantigen (TSSA) codiert), bspw; zur Behandlung 
von malignem Melanom, Kolon-Kaizinom, Lymphomen, Sarkomen, HeinzelJigem Lungen- 

25 kaizinorn, Blastomen usw., in Bemtcht, Spezifische Beispiele von Tumorantigenen sind aa, 
707-AP, AFP, ART-4, BAGE, frQtenin/m, Bcr-abl, CAMEL, CAP-1, CASP-8, CDC27/m, 
CDK4/m, CEA, CT, Cyp«B, DAM, ELF2M, ETV6-AML1, G250, GAGE, GnT-V, GplOO, 
HAGE, HER-2/neu, HLA~A*0201-R170I, HPV-E7, HSP70-2M, HAST-2, hTERT (oder 
hTRT), iCE, KIAAD205, LAGE, LDLR/FUT, MAGE, MART-l/Melan-A, MC1R, Uyo 

30 sin/m, MUC1, MUM-1, -2, -3, NA88-A, NY-ESOl, p!90 minor bcr-abl, Pml/RARa, 
PRAME, PSA, PSM, RAGE, RU1 oder RU2, SAGE, SART-1 oder SART-3, TEL/AML1, 
TPI/m, TRP-1, TRP-2, TRP-2/INT2 undWTl, 
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Gemafi einer weiteren bevorzugten Ansftihrungsform ist das oder sind die Antigen(e) aus 
einem Tumor ein Polyepitop des/der Antigens/ Antigene aus einem Tumor, Ein „Polyepi- 
top* eines Antigens bzw, mehrerer Antigene ist eine Aminosauresequenz, in der mehrere 
5 oder vlele Regionen des/der Antigens/Antigene neprSsenriert sind, die mit dem Antigen- 
bindenden Tell eines Antikorpers oder mit einem TZell-Rezeptor in Wechselwirkung tneteit 
Das Polyepitop kann dabei vollstandig und unmodifiziert vorliegea Es kann jedoch gemafi 
der vorliegenden Erfindung, insbesondere zur Optimierung der Antikfirper/ Antigen- bm T- 
ZeU-RezepWAni^en-Wechselwirluuig, auch modifiziert vorliegen. Eine Modification ge- 
1 0 genuber dem Wfldtyp-Polyepitop kann bspw. eine Deletion, Addition und/ oder Substitution 
eines oder mehrerer Aminosautereste umfassen, Dementsprechend wiid/werden in der ftir 
das modifizierte Polyepitop codierenden mKNA der vorliegenden Erfindung gegenUber der 
fiir das Wildtyp-Polyepitop codierenden mRNA ein oder mehrere Nucleotide entfemt, hin- 
zugeftigt und/oder etsetzt 

15 

Urn die Stabilitat der in der pharmazeutischen Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung 
enthaltene (m)RNA zu erhohen, weist vorzugsweise jede in der pharmazeutischen Zusam- 
mensetzung enthaltene (m)RNA eine oder mehrere Modifflsationen, insbesonderc chemische 
Modifikationen, auf, welche zur Erhohung der Halbwertszeit der (m)RNA (eine oder mehne- 
20 re) im Organismus beitragen bzw, den Transfer der (m)KNA (eine oder mehrere) in die Zelle 
verbessera 

Beispielsweise gibt e$ in den Sequenzen eukatyotischer mRNAs destabilisienende Sequenz- 
elemente pSE), an welche Signalproteine binden und den enzymatischen Abbau der mRNA 

25 in wo regulieren, Daher werden zur weiteren Stabilisierung der in der erfindungsgemafien 
pharmazeutischen Zusammensetzung bevorzugt enthaltenen modifiziert en mRNA gegebe- 
nenfalls im fiir das mindestens eine Antigen aus einem Tumor codierenden Bereich ein oder 
mehrere Veranderungen gegemiber dem entspmchenden Bereich der Wildtyp-mRNA vorge- 
nommen, so dafi keine destabilisierenden Sequenzelemente enthalten sind, SelbstverstandKch 

30 ist es erfindungsgemafi ebenfalls bevorzugt, gegebenenfalls in den nicht-ttunslatierten Berei- 
chen (3*- und/oder 5'-UTR) vorhandene DSE aus der mRNA zu eliminieren, 



WOQ3051401 [f ile:/A \mab os02\ri rn ulata\iP \F o[evPa i\ PatenlDocumetils \WQ Q305l401.Gpc l _____ Pa ge 10 of 75 

WO 03/051401 PCT/EP02/14577 

8 

Derartige destabilisierende Sequenzen sind bspw. AU-reiche Sequenzen ("AURES"), die in 3 1 - 
UTR-Absclinitten zahtoeicher instabiler mRNA vorkommen (Caput et at, Ptw, NatL Acad. 
Sci USA 1986, 83: 1670 bis 1674), Die in der erfindungsgemSfien phamiazeutischen Zusam- 
mensetzung enthaltenen RNA-Molekule sind daher vorzugsweise derart gegeniiber der Wild- 
5 typ-mKMA verandert, daft sie keine derartigen destabilisierenden Sequenzen aufweisen. Dies 
gilt auch ftir solche Sequenzmotive, die von moglichen Endonucteasen erkannt weixlen, 
bspw, die Sequent GAACAAG, die im 3'UTR-Segment des fur den Tmnsferin-Rezeptor 
codierenden Gens enthalten ist (Binder et aL, EMBO J, 1994, 13; 1969 bis 1980), Auch diese 
Sequenzmotive werden bevorzugt in der modifizieiten mRNA der erfindungsgemSfien plw- 
1 0 mazeutischen Zusammensetzung ellminiett. 

Einem Fachmann sind verschiedene Verfahren gelaufig, die zur Substitution von Codons in 
der erfindungsgemafien modifizierten mRNA geeignet sind, Im Falle kiirzerer codierender 
Bereicke (die ftir biologisch wirksame oder antigene Peptide codieren) kann bspw. die gesam- 
1 5 te mRNA chemisch unter Verwendung von Standanitechniken synthetisiert werden, 

Bevorzugt wetden allerdings Basensubstitutionen unter Verwendung einer DNA-Matrize zur 
Herstellung der modifizierten mRNA mit Hilfe von Techniken der gangigen zielgerichteten 
Mutagenese eingefiihrt; Maniatis et aL, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Gold Spring 
20 Hatbor laboratory Press, 3. Aufl, Cold Spring Harbor, NY, 2001, 

Bei diesem Verfabren wird zur Hetstellung der mRNA daher ein entsptiechendes DNA- 
Molekul in v&o tmnslmbiert Diese DNA-Matrize besitzt einen geeigneten Promoter, bspw. 
einen 17 -oder SP6-Promotor, fur die in vtto Trarokription, dem die gewifoschte Nucleotide 

25 sequenz ftir die hemistellende mRNA und ein Termisationssignal fur die in in utro Tramkrib- 
tion folgea Erfindungsgemafi wird das DNA-Moleldil, das die Matiize des heizustellenden 
KNA-KoDstrulcts bildet, durch fermentative Vermehrung und anschlieftende Isolierung als 
Teil eines in Bakterien replizietbaren Plasmids hetgestellt. Als ftir die vorliegende Erfindung 
geeignete Plasmide konnen bspw die Plasmide pT7TS (GenBank-Zugriffsnummer U26404; 

30 Lai et aL, Development 1995, 121: 2349 bis 2360; vgL auch Fig. 8), pGEM*-Reihe, bspw* 
pGEM*4 (GenBank-Zugriffsnummer X65300; von Promega) und pSP64 (GenBank- 
Zugriffsnummer X65327) genannt werden; vgL auch Mezei und Storts, Purification of PCR 
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Products, in: Griffin imd Griffin (Hrsg.), PCR Technology: Current Innovation, CRC Press, 
Boca Raton, EL, 2001. 

Es kann so unter Verwendung kurzer synthetischer DNArOUgonucleotide, die an den entste- 
5 henden Schnittstellen lauze einzelstrangige tjbergange aufweisen, oder durch cheraische Syn- 
thase heqgestellte Gene die gewunschte Nucleotidsequenz nach einem Fachmann gelaufigen 
molekulaibiologischen Methoden in ein geeignetes Plasmid cloniett wetden (vgl Maniatis et 
aL, s.o,). Das DNA-Molekiil wind dann aus dem Plasmid, in welchem es in einfacher oder 
mehrfacher Kopie vorliegen kann, dunch Verdauung mit Restriktionsendonukleasen ausge- 
10 schnittea 

Die modifizieite mRNA, welche in der eifindungsgemafien pharmazeutischen Zusammenset- 
zung enthalten 1st, kann dariiber hinaus eine 5-Qp-Struktur (ein modifizieites Guanosin- 
Nucleotidj) aufweisen, Als Beispiele von Cap-Struktuxen konnen m7G(5)ppp 
15 (5'(A,G(5)ppp(5)A und G(5)ppp(5)G genannt weiden. 

Gemafi einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung enthalt die 
modifizieite mRNA einen Poly(A + )-Schwanz von mindestens etwa 25, insbesondete mindes- 
tens etwa 30, votzugsweise mindestens etwa 50 Nucleotiden, mehr bevorzugt mindestens 
20 etwa 70 Nucleotiden, besondeis bevotzugt mindestens etwa 100 Nucleotides Der Poly(A + )- 
Schwanz kann jedoch auch 200 und mehr Nucleotide umfassea 

Fur eine effiziente Ttanslation der mRNA ist weiterhin eine wirksame Bindung der Riboscn 
men an die Ribosomen-Bindungsstelle (Kozak-Sequenz: GCXDGOCAOCAUGG, das AUG 
25 bildet das Startcodon) erfotderlidfcu Diesbeziiglich ist festgestellt woiden, dafi ein erhShter 
A/UGehak urn diese Stelle henun^eine effizlentere Ribosomen-Bindung an die mRNA er- 
moglicht 

Des weiteien ist es mSglich, in die mRNA eine oder mehiere sog, IRES (engL "internal ribo- 
30 somal entry side) einzuftigenu Eine IRES kann so als alleinige Ribosomen-Bindungsstelle fun- 
gieien, sie kann jedoch auch zur Bereitstelluug einer mRNA dienen, die mehnere Peptide bsw* 
Polypeptide codiert, die unabhangig voneinander dumh die Ribosomen translatiert werden 
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sollen ("muldcistxonische" oder "polyclstmnische" mRNA),, Beispiele erfindutigsgemafi ver* 
wendbarer IRES-Sequenzen sind diejenlgen aus Picomaviiien (z.B. FMDV), Pestviren 
(CFFV), Polioviren (PV), E nzephaloMyo caitHds- Vinm (EGMV)> MauPund-Klauenseuche- 
Vken (EMDV), Hepatitis-GViren (HCV), IClassisches"Schweineflebe^Vit1en (CSFV), Muri- 
5 nes-Leuk>ma- Virus (MLV)> Simean-IiiiiiiundefizIenz-VIren (SIV) oder Cricket-Pamlysis- 
Vten(CrPV). 

Geraafi einer weiteren bevoizugten Ausfuhrungsform der vprligenden Erfindung weist die 
mRNA in den 5 - und/ oder 3-nichttranslatierten Bereichen Stabilisierungssequenzen auf, die 
1 0 befahigt sind die Halbwertszeit der mRNA im Cytosol zu erhohea 

Diese Stabilisierungssequenzen knnnen eine 100%ige Sequenzhomologie zu natiirlich vot L 
kommenden Sequenzen, die in Viren, Bakterien und Eukaryoten auftreten, aufweisen, k5nnen 
aber auch teilweise oder vollstandig synthetischer Natur seiru Als Beispiel fur stabilisierende 

15 Sequenzen, die in der voriiegenden Erfindung verwendbar sind kSnnen die nicht- 
translatierten Sequenzen (UTR) des frGlobingens, bspw. von Horm sapiens oder Xenqpus lmis> 
genannt werden, Ein anderes Beispiel einer Stabilisierungssequenz weist die allgemeine For- 
mel (C/tJ)OCA1^00^ auf, die im der sehr stabilen mRNA 

enthalten ist, die fura-Globin, a- (I) -Collagen, 15-Lipoxygenase oderfwT^sin-Hydtoxj^ase 

20 codiert (vgL Holcik et al, Ptoc. Nad Acad Sci. USA 1997, 94: 2410 bis 2414), Selbstver- 
standlich konnen derartige Stabilisierungssequenzen einzeln oder in Kombination miteinan- 
der als auch in Kombination mit anderen, einem Fachmann bekannten Stabilisierungssequen- 
zen verwendet weidea 

25 Zur wetteren Stabilisierung der mRNA ist es aufierdem bevorzugt, dafi diese mindestens ein 
Analoges natiirlich vorkommender Nucleotide aufweist. Dies beruht auf der Tatsache, dafi 
die in den Zellen vorkommenden RNA-abbauenden Enzyme als Substtat vorzugsweise natiir- 
lich vorkommende Nucleotide erkennen. Durch Einfugen von Nucleotidanaloga kann daher 
der RNA-Abbau etschwert wenden; wobei die Auswirkung auf die Tiunsktionseffizienz bei 

30 Einfugen von diesen Analoga, insbesondere in den codierenden Bereich der mRNA, einen 
poshiven oder negativen Eff ekt auf die Translationseffizienz haben kann. 
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In einer keineswegs abschliefienden Aufzahlung konnen als Beispiele erfindungsgemafi vei> 
wendbarer Nucleotidanaloga Phosphoramidate, Phosphorthioate, Peptidnucleotide, Me- 
thylphosphonate, 7-Deazaguaonsin, 5-Methylcytosin und Inosin genannt wetderu Die Her* 
stellung derartiger Analoga sind einem Fachmann bspw. aus den US-Patenten 4,373,071, US 
5 4,401/96, US 4,415,732, US 4,458,066, US 4,500,707, US 4,668,777, US 4,973,679, US 
5,047,524, US 5,132,418, US 5,153,319, US 5,262,530 und 5/00,642 bekannt Erfindungsge- 
im& konnen deraitige Analoga in nicht-tramlatietten und trans latietten Bereichen der modifr' 
zietten mRNA vorkommen. 

10 Des weiteim kann der wirksame Transfer der, votzugsweise modifizierten, mRNA in die zu 
behandelnden Zellen bzw. den zu bebandelnden Organismus dadtuch verbessert weiden, daft 
die mRNA mit einem ktionischen oder polykationischen Agens, insbesondere einem enfr 
sprechenden Peptid oder Protein, assosdiert oder damn gebunden ist. Daher liegt die mRNA 
in der erfinungsgemafien phantiazeutischen Zusammensetzung bevorzugt mit einem deiarti- « 

15 gen Agens komplexiert oder kondensiert vor. Insbesondere ist dabei die Verwendung von v 
Protamin als polyirationischem, Nucleiroauie-bindenden Protein besondeis widsara Des " 
weiteren ist die Verwendung anderer kationischer Peptide oder Proteine, wie Poly-L-Lysin, 
Pol^L-Aiginin oder Kstonen, ebenfalk moglich. Diese Vorgehensweise zur Stabilisiening 
der modifizierten mRNA ist in EP-A- 1083232 beschrieben, deren diesbezuglicher Offenba- 

20 rungsgehalt in die voiiiegende Erfindung vollumfanglicli eingeschlossen ist. 

Daruber hinaus kann die erf indungsgem2fi modifizierte mRNA neben dem antigenen oder 
dem gentherapeutisch wirksamen Peptid bzw. Polypeptid auch mindestens einen weiteren 
funloioa-den Abschnitt enthalten, der bspw. fiir ein die Immunantwort forderndes Cytoldn 
25 (Monokin, Lympholan, Interleuldn oder Chemoldn, wie Ilrl, ILr2, IL-3, IL*4, IL-5, IJ>6, D> 
7, H^8, IL-9, IL-10, IL-12, IEN-a, DFN-y> GM-CPS, LT-a oder Wachstumsfaldx)ren, wie 
hGH, codiert. 

Des weiteren kann ssur EthShung der Immunogenizitat die etfindungsgemafie pbarmazevrti- 
30 sche Zusammensetzung ein oder mshrere Adjuvanzien enthalten, Unter "Adjuvans" ist dabei 
jede chemische oder biologische Verbindung zu vemehen, die eine spezifiscbe Immunant- 
wort begiinstigt. In Abhangigkeit der verschiedenen Arten von Adjuvanzien konnen diesbe- 
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ziiglich verechiedene Mechanismen in Bettacht kommen, Bspw. bilden Vethindungen, die 
eine Endocytose der in der pharmazeutischen Zusammensetzung enthaltenen modifizietten 
mRNA dutch dendritische Zellen pQ fordem, eine erste Kksse von verwendbatcn Adju- 
vanziea Andetc Verbindungen, welcke die Reifung der DC erlauben, bspw. Lipopolysaccha** 
5 ride, TNF-a oder CD40-Ligand, sind eine weitere Kksse geeigneter Adjuvanzien, AUgemein 
kann jedes das Immunsystem beeinflussende Agens von der Art eines u Gefahrsignals M (LPS, 
GP96, Oligonucleotide mit dem C^G-Mbtiv) oder Cytokine, insbesondetc GM-CFS, als Ad ; 
juvans verwendet werden, welche es erlauben, eine Immunantwort gegen ein Antigen, das 
dutch die modifizierte mRNA codiert wird, zu erhohen und/oder gerichtet zu beeinflussen, 

10 Insbesondere sind dabei die votstehend genannten Cytokine bevoizugt Weitere bekannte 
Adjuvanzien sind Aluminiumhydroxid, das Freud'sche Adjuvans sowie die vorstehend ge- 
nannten stabilisierenden kationischen Peptide bzw. Polypeptide, wie Protanm Des weiteren 
sind Lipopeptide, wie Patn3Cys, ebenfalls besonders geeignet, urn als Adjuvanzien in der 
pliarmazeutischen Zusammmensetzung der voriiegenden Erfindung eingesetzt zu wetdenj 

15 vgL Deres et aL, Natwe 1989, 342: 561-564, 

Weitere besonders geeignete Adjuvanzien sind daruber hinaus (andere) RNA- oder auch 
niRNA-Spezies, die der pliattoazeutischen Zusammensetzung der voriiegenden Erfindung 
zur Eriiohung der Immunogenizitat zugesetzt wetden konnen, Derattige Adjuvans-RNA ist 
vorteilhafter weise £ur Stabilisation chemisch modifiziert („cis-Modif illation" oder „cis- 
Stabilisierung") sein, beispielsweise durch die voretehend genannten Nucleotidanaloga, insbe- 
sondere Phosphorthioat-modifiziette Nucleotide, oder aber dutch die obigen weiteren 
Mafinahmen zur Stabilisation von RNA Eine weitere votteilhafte Moglichkeit der 
Stabilisation stellt die Komplexierung oder Assoziation („trans-Assoziation w oder „trans- 
Modifikation" bzw. „ttans-Stabilisierung") mit den vorstehend genannten kationischen oder. 
polykationischen Agenzien, bspw. mit Protamin, dar. 

Gemafi einer weiteren votteilhaften Ausftihrungsfonn wind die Stabilitat der in der pharnia- 
zeutischen Zusammensetzung enthaltenen RNA-Moleldile (mRNA, codierend ftir ein Tu- 
30 momntigen, und ggf, Adjuvans- (m)RNA) durch einen oder mehtctc RNase-Inhibitoren er- 
hoht, Bevotzugte RNase-Inhibitoren sind Peptide oder Ptoteine, insbesondere solche axis 
Placenta (z,B. aus humaner Placenta) oder Pankteas, Derattige RNase-Inhibitoren konnen 



20 



25 
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auch rekombinant vorliegea Ein spezifisches Beispiel eines RNase-Inhibitors ist RNasin®, 
der im Handel, zJJ, bei Promega erhaltlich ist Derartige RNase-Inhibitoren sind allgemein 
zur Stabilisierung von RNA verwendbar, Daher wird erfindungsgemafi auch allgemein eine 
pharrrazeutische Zusammensetzung beteitgesteUt> enthaltend mindestens eine fUr mindestens 
5 ein Antigen codierende RNA, insbesondere mRNA, und mindestens ein wie vorstehend def i- 
nierter KNase-Inhibitor, ggf. in Verbindung niit einem pharmazeutisch vertraglichen Lo- 
sungsmittel, Trager und/oder VehikeL Entsprechende Antigene in allgemeiner Fonn sowie 
Losungsmittet Trager bzw, Vehikel sind nachstehend definieit Hinsichtlich bevomigter 
Tumonintigene wird auf die diesbeszuglichen Ausfuhrungen hinischtlich der bevorzugten 
10 pharmazeutischen Zusammensetzung, enthaltend mindestens eine fur mindestens ein Antigen 
aus einem Tumor codierende mRNA, verwiesen. 

Die erfindungsgemafie pharmazeutische Zusammensetzung enthalt neben dem wasserigen 
Losungsmittel und der mRNA vorzugsweise einen oder mehrere weitere(n) pharmazeutisch 

15 vertragllche(n) Tt%er und/oder ein oder mehrere weitere(s) pharmazeutisch verttagliche(s) ' 
VehikeL Entsprechende Wege zur geeigneten Fonnulierung und Herstellung der erfindungs- 
gemafien pharmazeutischen Zusammensetzung sind bei "Remington's Pharmaceutical Scien- 
ces" (Mack Pub, Co., Easton, PA, 1980) offenbatt, das vollinhaltlich Bestandteil der Offenba- 
rung der vorliegenden Erfindung ist, Fur die parenteral Verabreichung kommen als Trager- 

20 stoffe bspw. neben sterilem Wasser oder sterilen KochsalzlSsungen als wassrigeni Losungs- 
niittel auch Polyallg^englykole, hydrogenierte Naphthalen und insbesondere biokompatible 
Lactidpolymere, ' Lactid/Gfycolidcopolymer oder Polyoxyethylen- 

/Polyoxypmpjdencopolymene in Betracht Erfindungsgemafie Zusammensetzungen konnen 
••Fullsubstanzen oder Substanzen, wie Lactose, Mannitol, Substanzen zur kovalenten Anknup- 

25 fung von Polymeren, wie z,B, Polj^tbylengfykol an erfindungsgemafie Inhibitoren, Komple- 
xierung mit Metallionen oder Einschlufi von Materialien in oder auf besondere Prapatationen 
von Polymerverbindung, wie zJB. Polylactat, Pol)$ykol$aure, Hydrogel oder auf Liposomen, 
Milan emulsion, Micellen, unilamellare oder multilamellar Vesikel, Et>thmcyten-Fi^mente 
oder SphStoplasten, enthaltecu Die jeweiligen Ausfiihrungsformen der Zusammensetzungen 

30 werden abhangig vom physikalische Verhalten, beispielsweise in Hinblick auf die Loslichkeit, 
die StabiMt, Bioverfiigbarkeit oder Abbaubarkeit gewahlt Kontrollierte oder konstante Frei- 
setzung der erfindungsgemafien Wi&stoffkomponente in der Zusammensetzung schliefit 
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Formulierungen auf der Basis lipophiler Depots ein (zJi, Fettsauren, Wachse oder 6le). Im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung wetden auch Beschichtungen erfindungsgemafier Sub- 
stanzen oder Zusammensetzungen, enthaltend solche Substanzen, namlich Beschichtungen 
rait Polymeren offenbatt (z,B. Polyoxamere oder Polyoxaraine). Weiterhin konnen erfin- 
5 dungsgemafien Substanzen bzw. Zusammensetzungen protective Beschichtungen, zJB. Pro- 
teaseinhibltoren oder PermeabilitatsverstMer, aufweiseru Bevorzugte wasserige TtSgermate- 
rfalien sind z$. Wasser zur Injeldon (WE) oder Wasser, gepuffert rait Phosphat, CJttat oder 
Acetat usw., wobei der pH typischerweise auf 5,0 bis 8,0, vorsugsweise 6,0 bis 7,0, eingestellt 
wild. Das wasserige Losungsmittel bzw, der oder die weitere(n) Trager bzw. das oder die wei- 

10 tere(n) Vehikel wird/werden zusfozlich vorzugsweise Salzbestandteile enthalten, zJB, Natri- 
umchlorid, Kaliumchlorid oder andere Komponenten, welche die LBsung bspw. isotonisch 
machen, Weiterhin kann wasserige Losungsmittei bzw, der oder die weitere(n) Trager bzw, 
das oder die weiteie(n) Vehikel neben den vorstehend genannten Bestandteilen zusatzliche 
Komponenten, wie humanes Serumalbumin (HSA), Pofysofbat 80, Zucker oder AminosSu- 

15 nen, enthalten. 

Die Art und Weise der Verabreichung und die Dosierung der erf hdungsgemaffen pharmazeu- 
tischen Zusammensetzung hangen von der. zu behandelnden Erkrankung und deren Fort- 
schrittsstadium, wie auch dem Kdrpergewicht, dem Alter und dem Geschlecht des Patienten 
20 ab. 

Die Konzentmtion der modifizierten mRNAjn derartigen Formulierungen kann daher inner- 
halb eines weiten Bereichs von 1 /tg bis 100 rag/ml variieren. Die erfindungsgemSfie pharma- 
zeutische Zusammensetzung wM vorzugsweise parenteral, bspw, intravenos, inttaatteriell, 

25 subkutan, intiumuskulMr, dem Patienten vembreicht Ebenso ist es moglich, die pharmazeuti- 
sche Zusammensetzung topisch oder oral zu verabroichen. Vorzugsweise wird die erfin- 
dungsgemafte pliarmazeutische Zusammensetzung intradermal verabreicht. Weiterhin ist eine 
transdermale Applikation mit Hilfe von elekrischen Stromen bzw, dutch osmotische Kittfte 
moglich. Des Weiteron kann die pharmazeutische Zusammensetzung der vorliegenden Erf in- 

3 0 dung lokal in einen Tumor injiziert weiden, 
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Somlt wird erfindungsgemafi auch ein Verfalmen zur Behandlung bzw* ein Impfverf ahren zur 
Pmvention von Krebserlasnkungen, bspw, der vorstehend genannten Erltrankungen, bereitr 
gestellt, welches das Vetubreichen der erfmdungsgemafjen phannazeutischen Zusammenset- 
zung an einen Patienten, insbesondere einen Menschen, umfasst 

5 

Gemafi einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Behandlungs- bzw. Impfverf aliens bzw, bei 
der vorstehend definierten Verwendtuig der erfindungsgemafien mRNA, codierend fur min-* 
destens ein Antigen aus einem Tumor, zur Herstellung einer phannazeutischen Zusammen- 
setzung zur Behandlung und/oder Prevention von Krebserlounkungen wind dem Patienten 
10 neben der erfindungsgemafien phannazeutischen Zusammensetzung ein oder melirere Cytt> 
ldn(e) vembreicht 

Daher witd erfindungsgemaft auch allgemein ein Behandlungs- bzw. Impfverfahtien bereitge- 
stellt, umfassend das Verabreichen mindestens einer mindestens ein Antigen aus einem Tu- 

15 mor (gemSfi obiger Definition) codienenden RNA, vomigsweise mRNA, die ggf. gemafi den 
obigen Ausfiihrungen stabilisiert ist (sind), und mindestens eines Qtoldns, bspw* eines oder 
mehrerer der vorstehend genannten Cytokine, insbesondere GM-CSF, an einen Patienten, 
insbesondere einen Menschen Das Verfahten dient insbesondere zur Behandlung und/oder 
Prevention entsprechender Kiebserkmnkungen (bspw. die obigen Ktiebserlaanlamgen). 

20 Dementsprechend ist die vorliegende Erfindung auch allgemein auf eine pharmazeutische 
Zusammensetzung gerichtet, umfassend mindestens eine mindestens ein Antigen aus einem 
Tumor (nach vorstehender Definition) codierende RNA, vorzugsweise mRNA, die ggf. ge- 
mafi den obigen Ausfiihrungen stabilisiert ist (sind), und mindestens ein Cytoldn, bspw, eines 
oder melirerer der vorstehend genannten Cytokine, wie GM-CSF, vorzugsweise in Verbin- 

25 dung mit einem phannazeutisch vertraglichen Tniger und/oder Vehikel, zJ3, einem wSssert 
gen Losungsmittel, oder einem oder mehneren der vorsteheiid definierten Trager, LSsungs- 
mittel bzw, Vehikel Erfindungsgemafi wird somit auch die Verwendung von Cytoldnen, 
bspw. eines oder mehrerer der vorstehend genannten Cytokine, insbesondere GM-CSF, in 
Kombination mit einem oder mehreren, wie vorstehend definierten RNA-Mbleldil(en), insbe- 

30 sondere mRNA, zur Behandlung und/oder Prevention von Kt^bserkmnlcungen (zJ3, vorste- 
hend angefiihtter Krebseriaankungen) offenbart 
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Gemafi einer weiteren bevoizugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung wird das 
Cytolon, bspw. GM-CSF, gleichzeitig oder, was mehr bevotzugt ist, vor oder nach der phar- 
mazeiitischen Zusammensetzung, enthaltend die flir mindestens ein Antigen aus einem Tu- 
mor codierende mKNA vetabreicht (bzw» zur Herstellung eines entsprechendes Atzneimittels 
5 zur gleichzeitigen Vetabteichung mit oder zur Vetabteichung vor oder nach der vorstehend 
aufgefiihtten (m)RNA verwendet), Gatiz besondets bevomjgt erfolgt die Vetabteichung des 
Cptoldns, insbesondere GM-CSF, kwz vor (z.B, etwa 15 min oder weniger, bspw, etwa 16 ■ 
oder etwa 5 min) oder luteere Zeit (bspw etwa 5, 10, 15, 30, 4 45 oder 60 min) nach oder lan- 
gete Zeit (zJ$. etwa 2, 6, 12, 24 oder-36 h) nach der Veiabreichung der vorstehend definierten 
10 pharmazeutischen Zusammensetzung bzw. allgemein nach der mindestens einen fur mindes- 
tens ein Antigen aus einem Tumor codierenden (m)RNA 

Die Application des Cytokins, bspw. GM-CFS, kann dabei auf dem gleichen Wege wie die 
exfindungsgemaBen pharmazeutischen Zusammensetzungen bzw. die mindestens eine .fur 

15 mindestens ein Antigen aus einem Tumor codietende (m)RNA oder in einer davon getrenn- 
ten Weise erfolgenu Geeignete Verabreichungswege sowie auch die geeigneten Formulie- 1 
nmgsmoglichkeiten in Bezug auf das oder die CytoIdn(e) konnen den obigen Ausflihrungen 
hinsichtlich der etfindungsgemaften pharmazeutischen Zusammensetzungen entnommen 
werderu Bei einem humanen Patienten ist insbesondete eine GM-CFS-Dosis von 100 Mikro- 

20 gtamm/m z empfehlensweit Besonders bevorzugt erfolgt die Verabieichung des Cytokins, 
bspw. GM-CFS, durch eine s.c.-Injektion. 

Vorcugsweise werden die pharmazeutischen Zusammensetzungen der vorliegenden Erfin- 
dung bzw. die fur ein Antigen aus einem Tumor codietende RNA und gegebenenfalls damit 

25 zusammenhangend das oder die Gytoldn(e) in Form von Intervall-Dosen appliziert Bei- 
spielsweise kann eine Dosis einer erfindungsgemafien pharmazeutischen Zusammensetzung 
in ktirzeien Intervallen, bspw. taglich, jeden zweiten Tag, jeden dritten Tag usw., oder aber, 
was melir bevoizugt ist, in langeren Intervallen, bspw. einmal wochentlich, einmal in zwei 
Wochen, einmal in drei Wochen, einmal im Monat usw. Dabei konnen die Intervalle auch 

30 vetanderlich sein, wobei insbesondere die immunologischen Patameter des Patienten zu be- 
rficksichtigen sind. Bspw. kann die Verabreichung einer etfindungsgett&fien pharmazeuti- 
schen Zusammensetzung (und gegebenenfalls damit zusammenhangend auch die Verabtei- 
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chung des oder der Cytoldns/ Cytokine) einem Behandlungsschema folgen, bei dem zu Be- 
ginn der Behandlung das Intetvall kiteer ist, bspw. einmal in zwei Wochen, und dann, je nach 
Behahdlungsverlauf bzw, den entsprechend bestimmten immunologischen Parametem des 
Patienten, das Intervall auf bspw. einmal im Monat verlangert wird. Je nach Patient, insbe- 
5 sondere dessen Zustand und seinen immunologischen Parametern, kann so ein auf das jewei- 
lige Individuum zugeschnittenes Thenjtpieschema angewandt wetxlea, 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
der vorstehend definierten phatmazeudschen Zusammensetzung, umfassend die Schritte: 
10 (a) Herstellen einer cDNA-Bibliothek oder eines Teils davon aus Tumorgewerbe eines 
Patienten, 

(b) Herstellen einer Matrize fur die In xittv -Transkription von UNA anhand der cDNA- 
BMothekoder eines Teils davon und 
. (c) In vXro -Tram kribieren der Matrize, 

15 

Das Tumotgewebe des Patienten kann bspw. durch eine einfache Biopsie gewonnen wbrden, 
Es kann aber auch dutch operative Entfemung von Tumor-befallenem Gewebe bereitgestellt 
wetdetu Des Weiteren kann die Herstellung der cDNA-BMothek oder eines Teils davon 
gemSfi Schritt (a) des Herstellungsverfalmens der vorliegenden Erfindung dtuchgefuhrt wer- 

20 den, nachdem das entsprechende Gewebe zur Lagerung, vorzugsweise auf Temperaturen 
unterhalb von -70 °Q tiefgeftoren wutde. Zur Herstellung der cDNA-Bibliothek oder eines 
Teils davon wild zunachst eine Isolierung der Gesamt-RNA, bspw. aus einer Tumorgewebe- 
Biopsie, durchgpftihrt Verfahren hieizu sind bspw. in Maniatis et aL, stpz, bcschrieben, Des 
Weiteren sind hierfur entsptechende Kits im Handel, bspw. bei der Fa. Roche AG (z.B. das 

25 Prcdukt ,,1-figh Pure KNA Isolation Kit"), erhSldich, Aus der Gesamt-RNA wird gemafi ei- 
nem Fachmann bekannter Verfahren (vgL bspw. Maniatis et aL, supra) die entspiechende Po~ 
ly(A + )-RNA isolieit Auch hierfiir sind im Handel entsprechende Kits erhaltlich, Ein Beispiel 
ist das „High Pure RNA Tissue Kit" der Fa, Roche AG. Ausgehend von der so gewonnenen 
Poly(A*)-RNA witd danach die cDNABibliothek heigestellt (vgl auch hieizu bspw. Maniatis 

30 et aL, supra), Auch fiir diesen Schritt bei der Herstellung der cDNA-Bibliothek stehen einem 
Fachmann im Handel erhaltliche Kits, bspw. das „SMART PCR cDNA Synthesis Kit** der 
Fa. CJontech Inc f , zur Verfugung. Die einzelnen Unteischritte von der Poly(A + )-RNA zur 
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doppelsttungigea cDNA sbd am Beispiel des Verfahnens gemaft dem „SMART PGR cDNA 
Synthesis Kit" der Fa, Gontech Inc, in der Fig. 11 schematised datgestellt. 

Gemafi Schritt (b) des voretehenden HersteHungsverfahrens wbd ausgehend von der cDNA- 
5 Bibliothek (oder eines Teils davon) ebe Matrize fur die In ritm -Translmption syntbetisiert 
Dies erfolgt erfbdungsgemSfi insbesondere dadurch, dafi die erhaltenen cDNA-Ftagmente in 
einen geeigneten KNA-Pmduldionsvekor cloniett weixJen, Die geeignete DNA-Matrize und 
erfbdungsgemafl bevorzugte Plasmide sind bereits vors.tehend im Zusarnmenhang mit der 
Herstellung der mRNAfiir die erfindungsgemafie phamuzeutische Zusammensetzung ange- 
10 geberu 

Zur In iitiv -Tnuiskription der im erfbdungsgemafien Schritt (b) heigestellten Matrize wird 
diese, wenn sie als zirikulare Plasmid-(c)DNA voriiegt, zunachst mit einem entspiechenden 
Restrildonsenzym Knearisiert Vo*zugsweise wind das so geschnittene Konstrukt vor der ei- 

1 5 gentlichen In ikro -Transldption noch einmal gereinigt, bspw. durch entsprechende Phenol- 
Chloroform- und/ oder Qilorofonn/Phenol/Isoamyiall^ohol-Gemische* Kerdurch wird ins- 
besondere sichetgestellt, daft die DNA-Matrize b protebfreier Form vorliegt, Als nSchstes 
erfolgt die enzymatische Synthese der RNA ausgehend von der gerebigten Matrize, Dieser 
Unterschritt erfolgt in einem entsprechenden Realdonsgemisch, enthaltend die Knearisierte, 

20 proteinfrcie DNA-Matrize in einem geeigneten Puffer, dem votzugsweise ein Ribonuclease- 
Inhibitor zugesetzt wird unter Vetwendung eines Gemischs der benotigten Ribonucleo- 
tidtriphosphate (rATP, tCIP, rLTTP und rGTP) und eber ausreichenden Menge eber RNA- 
Polymerase, bspw, 17-Polymeiase. Das Reakionsgemisch liegt dabei b RNase-freiem Wasser 
von Bevoizugt wild bei der eigendichen enzytnatischen Synthese der KNA auch eb CAP- 

25 Analogon zugefugt Nach eber entspreebnd langen, bspw> 2 h, Inkubafion bei 37°Q wird 
die DNA-Matrize durch Zugabe von.RNase-fneier DNase abgebaut, wobei bevorzugt wieder 
bei 37°Cbkjbiert wird, 

Vorcugsweise wird die so hetgestellte RNA mittels Ammoniumacetat/Ethanol gefallt und 
30 gegebenenfalls ein oder mehrmals mit RNase-freiem Ethanol gewaschen, Schlieftlich wbd die 
so gerebigte RNA gettocknet und gem2fi eber bevorzugten Ausfuhrungsfoim b RNase- 
freiem Wasser aufgenommen, Des Weiteren kann die so hergestellte RNA mehreren Extrak- 
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tibnen mit PhenoI/CWomform bfcw. PhenoVChlorofomvlsoamyla&ohol unterworfen wer- 
den. 

Gemafi einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsfonn des votstehend definieiten Hetstel- 
5 lungsverfahrens witd nur ein Teil einer Gesamt-cDNArBibliothek gewonnen und in entspie- 
cliende mRNA-Molekiile iiberftihtt Daher kann erfindungsgemafi auch eine sog, Subtrakii- 
onsbibliothek als Teil der Gcsatnt-cDNArBibliothek verwendet wetxleo, urn die erfindtiags- 
gemafien mRNA-Moleldile beieitxustellen, Ein bcvorcugter Teil der cDNA-Bibliothek des 
Tbmorgewebes codiert fur die tumorspezifischen Antigene, Bei bestimmten Tumoien sind 

10 die entsptechenden Antigene bekannt Es kann gemafi einer weiteten bevoraigten Ausftih- 
rungsfonn der fiir die tumorspeafischen Antigene codietende Teil der cDNA-Bibliothek 
zunachst ermittelt weiden (dh, vor Schritt (a) des vorstehend definierten Vetfahrens). Dies 
erfolgt votzugsweise daduith, daft die Sequenzen der tumorspezifischen Antigene duirh ei- 
nen Abgleich mit einer entsptechenden cDNA-Bibliothek aus gesundem Gewebe festgestelit 

15 werden. 

Der erfindungsgemafie Abgleich umfasst insbesondete einen Vergleich der E^tessionsmus- 
ter des gesunden Gewebes mit dem des in Rede stehenden Tumorgewebes, Entsptechende 
Expressionsmuster wetden konnen auf Nukleinsauteebene bspw, mit HJIfe geeigneter Hybri- 

20 disieiaingsexperimente bestimmt, Heizu konnen bspw. die entsprechenden (m)RNA~ oder 
cDNA-Bibliotheken der Gewebe jeweils in geeigneten Agarose- oder Polyacrylamid-Genen 
aufgetrennt, auf Membranen uberfuliit und mit entsptechenden NukleinsSure-Sonden, vor- 
zugsweise Oligonuldeotid-Sondeo, welche die jeweiligen Gene reprasentieien, hybridisiert 
werden (Northern- bzw. Southern-Blots), Ein Veigleich der entsptechenden Hybridisierun- 

25 gen liefett somit diejenigen Gene, die entweder ausschliefilich vom Tumoigewebe oder darin 
starker expramiert werden, 

GemafJ einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf onn wetxlen die genannten Hybridisierungs- 
expeiimente mit Hilfe einer Diagnose dutch Mikroanuys (ein oder mehrere ]Milm>amys). Ein 
30 entspiechender DNA-Mikro array umfaflt eine definierte Anordnung, insbesondete auf klei- 
nem oder kleinstem Raum, von Nukleinsaute-, insbesondete Oligonukleotid-Sonden, wobei 
jede Sonde bspw. jeweils ein Gen, dessen Anwesenheit oder Abwesenheit in der entspre- 
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chenden (m)RNA- oder cDNArBibliothek zu untersuchen 1st, tepiSsentiert In einer entspre- 
chenden Mikraanordnung konnen so Bundeite, Tausende und sogar Zehn- bis Hundertta- 
suende von Genen teprasentiett sein. Zur Analyse des Expnessionsmusters des jeweiligen 
Gewebes wiixl dann entweder die Poly(A + )-RNA oder, was bevoizugt ist, die entsprechende 
5 cDNA mit einem geeigneten Marker, insbesondete weiden hierzu Fluoteszenzmarker vei> 
wendet, maridert und unter geeigneten H^ridisierungsbedirgungen mit dem Mlkroairay in 
Kontakt gebjnacht. Bindet eine cDNA-Spezies an einem auf dem Mikroamy vorhandeneri 
Sondenmolekiil, insbesondere einem OligonuWeotid-SondenmolekUl, wind dementsprechend 
ein mehr oder minder stark ausgeprggtes Fluoreszenzsignal, das mit einem geeigneten Detek- 

10 tionsgenit, bspw, einem entsprechend ausgelegten Fluroeszenzspektrometer, gemessen wer- 
den kann, beobachtet Je starker die cDNA (oder RNA) -Spezies in der Bibliothek reprasen- 
tiert ist, desto grofter wild das Signal, bspw. das Fluoneszermignal ? sein. Das entsprechende 
MHwaiiay-H^ridisienmgsexperiment (bzw. mehtene oder viele davon) wild (werden) ge- 
trennt fur das Tumotgewebe und das gesunde Gewebe durchgefukit Die Different der aus 

15 den MilTOarm^Expeiiraenten ausgelesenen Signale lafit daher auf die ausschliefilich oder 
vermehrt vom Tumotgewebe exprimietten Gene schlieften. Demrtige DNA-Miktx>anuy- 
Analysen sind bspw. in Schena (2002), Ivfilwantuy Analysis, ISBN 0-47 1-41443-3 John Wiley 
&c Sons, Inc., New York, datgestellt, wobei der diesbezttgliche Offenbarungsgehalt dieser 
Druckschrift vollumfanglich in die vorliegende Erfindung aufgenommen ist 

20 

Die Etstellung tumorgewebsspezif ischer Expressionsmuster ist jedoch keineswegs auf Analy« 
sen auf Nuldeinsaureebene beschrankt Einem Fachmann sind selbstverstandlich auch im 
Stand der Technik bekannte Verfahren gelaufig, welche der Expressionsanalyse auf Pnotein- 
ebene dienen, Hier sind insbesondere Techniken der 2D-Gelelek*ophorese und der Mas- 

25 semprektromettie zu nennen, wobei diese Techniken vorteilhafterweise auch mit Proteinbio- 
chips (also Mikoamiys auf Proteinebene, bei denen bspw. ein Proteinexmkt aus gesundem 
bzw.. Tumorgewebe mit auf dem MIm)anuySubstrat aufgetragenen AntikJrpeni und/oder 
Peptiden in Kontakt gebracht wild), kombiniett weiden konnen, Hinsichtlich der massen- 
spektroskopischen Verfahren sind diesbeziiglich insbesondere MALDI-TOF- („mattix as- 

30 sisted laser desorption/ionisation-time of flight"-) Verfahnen zu nennea Die genannten 
Techniken zur proteinchemischen Analyse zur Gewinnung des Exptessionsmustexs von Tu- 
mor- im Vetgleich zu gesundem Gewebe sind bspw. in Rehm (2000) Der Experimentator: 
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Protetabiochemie/Proteomics, Spektrum Akdemischer Verlag, Heidelberg, 3* AufL, be- 
schrieben, auf dessen diesebeziiglichen Offenbarungsgehalt in der vorliegenden Erfindung 
expmsis r wbi$ ausdriicklich Bezug genommea Hinsichtlich Prntein-Milouarmys wird aufJer- 
dem wiederum auf die diesbsziiglichen Ausfiihrungen in Schena (2002), supnt, verwiesen. 

Die Figuten zeigen: 

Fig. 1 zeigt in einer gtaphischen Darstellung die Ergebnisse einer Tumorvakzinierung von 
Mausen (Ratt£n-H^2/neu-transgene Here), die spontan Mammakarzinome entwi- 
ckeln, mit RNA Es ist die Tumormultiplfeitat auf der y^Achse gegen das Alter der 
Mause auf der x-Achse aufgetragen, Unbehandeke Mause (n « 4), die als Kontrolle 
dienten, wiesen alle in einem Alter yon 6 Monaten Tumoie auf. Drei Maiden wurde 
fiir Hei>2/neu codierende DNA injiziert, wobei eine Maus nach 10 Monaten tumor- 
ftei war, Als weitete Negativkonttolle erhielten 4 Mause eine zur mRNA fiir Her- 
2/ neu komlementare Antisense-mKNA Diese Mause wiesen ebenfalls nach 6 Mona- 
ten alle Tumore auf (nicht gezeigt), Im Gegensatz dazu war eine von 4 Mausen, denen 
fiir Her-2/neu codietende mRNA (also der Sinnsttang) injiziert wutde, nach 9 Mona- 
ten tumorfrei. 

Fig, 2 zeigt in einer gtaphischen Darstellung die Ergebnisse von Experimenten zur beta- 
Galaktosidase (beta-GaI)-spezifischen ClX (cytotoxische T-Lymphocyten)-Alaivitat 
dutch die Iramunisietung mic einer fiir beta-Gal codierenden mRNA unter dem 
Einflufi von GM-CSF, BALB/ c-Mause wurden durch Injektion in die innere Auricula 
mit 25 p% fur beta-Gal codierender mRNA immunisiert Die Splenocyten wurden in 
vitro mit beta- Gal-Protein stimuliert, und die QTL- Aktivitat wwde 6 Tage nach der in 
^^Stimulation unter Verwendung eines Standard- 51 Gr-Freisetzungstests bestimmt 
Die Zielzellen waten P815 (H^-Zellen, die mit dem synthetischen Peptid TPHPA- 
RIGL, das dem H 2 a -Epitop von beta-Gal entspricht, beladen (*) oder nicht beladen 
(A) warea Es wurden jeweils dtei oder zwei Here pro Gruppe behandelt, Als Nega- 
tivkontrolle dienten Here, denen id in beide Auriculae nur Injektionspuffer injiziert 
wurden, Als Positivkontmlle („DNA*) dienten Here, denen in beide Auriculae id 10 
li% eines fur beta-Gal codierenden Plastnids in PBS injiziert wurde, Die Testgruppen 
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ethielten fur beta-Gal codierende RNA allein bzw, in Kombination mit GM-CSF, der 
24 h ("GM-CSF *V) % 2 h vor der RNA-Injeldon ("GM-CSF tO") oder 24 h nach der 
RNAJnjektion ("GM-CFS t+1") in dieselbe SteUe (in die Auriculae) oder an einer an- 
deren Stelle (sx. auf dem RUclcen) injiziert wurde. Es wurden jeweils drei verschiedene 
5 Effeldx>r-/Zielzellen-'Veriiatlnisse (200, 44, 10) getestet 

Fig, 3 zeigt in weiteren graphischen Darstellungen die Etgebnisse von fiir IFN-gamma (A)' 
bzw, IL-4 (B) spezifische ELTSA-Standaixltests, die die entsprechende Cytoldn- 
Ptodukion von Splenocyten.dolaunentieren, die invtrvxnk beta-Gal-Protein restimu- 
liert wuttlen* BAO/c-Mause wutden, wie bereits vorstehend bei Fig. 2 angegeben, 
. immunisiett Die Splenocyten wurden in vtro mit beta-Gal-Protein stimuliert, die ent- 
sprechenden K-ulturiiberstande wurden gewonnen, und die IFN-gamma- oder IL-4- 
Konzenttation wuixle unter Verwendung eines EUSA-Standaidtests besdmmt, 

Fig. 4 zeigt weiterc gtaphische Darstellungen, welche die AntiI«5rper-Antwo,tt' von erfin- 
dimgsgemaft immunisierten Mausen demonstriert BALB/c-MSuse wurden, wie in 
Fig, 2 angegeben, immunisiert* Zwei Wbcben nach dem Boost wunde Blut abgenom- 
men und daiaus das Blutserum gewonnen. Beta-Gakpezifische IgGl- (A) und 
IgG2a-Antikorper (B) wurden mit Hlfe eines EIISA-Test bestimmt Dargestellt ist 
jeweils die Extinkion (OD) bei 405 nm auf der y-Achse, die aus der Umsetzung des 
Substtats ABTS beim EIISA-Test resultiett Die gezeigten Extinldonen sind die 
Werte, von denen die entspnechenden Werte von mit Injektionspuffer bebandelten 
Mausen subtrahiert sind 

25 Fig* 5 zeigt mit X-Gal gefarbte miltfoskopische Schnitte der Auricula von Mausen, denen fiir 
beta-Galaktosidase codierende niRNA in die Auricula Id injiziert wuttle. 12 Stunden 
nach der Injektion von 25 (i% KNA in HEPES-NaCl-InjeWonspuffer wurden die Oh- 
ren entfernt und X-Gal-gefatbte Schnitte angefertigt Blaue Zellen zeigen eine beta- 
Galaktosidase-Alctivitat an, Wie bei beiden Schnitten zu sehen ist, sind nur wenige 

30 blaue Zellen vorhande'a 
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Fig. 6 zeigt einen der Fig, 5 entsprechenden Schnitt durch eine Auricula einer Maus, der in 
die Auricula fur beta-Galaktosidase codierende mRNA injiziert wurde, welcbe Prota- 
min-stabilisiert war. Der mit X-Gal gefarbte mikioskopische Schnitt zeigt einige weni- 
ge blau gefarbte Zellen. 

5 

Fig. 7 zeigt zwei weitere Schnitte durch die Auricula von Mausen, wobei pro Schnitt zwei 
Bilder angefertigt wutden, tun einen grofieten Ausschnitt darzustellenu In diesem Fall 
wurde in die Auricula fur beta-Galaktosidase codierende mRNA in einem Puffer inji- ' 
ziert, dera 10 U RNasin, ein enzymatischer RNase-Inhibitor aus Pankreas (erhaltlich 
10 von Roche oder Promega) direk vor der Injeldon zugefBgt wurde. Im Veigleich zu 

den Schnitten von Fig. 5 und Fig, 6 sind deutlich mehr blau gefaibte Bereiche von 
Zellen mit beU-Galakosidase-Aktivitat zu erisennen. 

Fig. 8 zeigt in einer schematischen Darstellung das Plasmid pT/lS, das flir die In zttrv - 
15 Ttansldption verwendet wurde, Erfindungsgemafle Konstrukte wurden in die Bglll- 

und Spel-Stellen, deren relative Lage zueinander angegeben ist, cloniert. Der schwarz 
ausgeflillte Bereich enthalt die 5 -nicht translatierte Region des beta-Globingens aus 
Xmopus keu$) wahrend der grau ausgefiillte Bereich eine entsprechende 3-nicht trans- 
latiette Region des beta-Globingens aus X laeiis datstellt, Des Weiteren ist die relative 
20 Lage des 17-Promotors, die zur Sequenzierung verwendete Pstl-Stelle, der Poly(A' f )- 

Schwanz (A^C^ sowie mit einem Pfeil die Transkriptionsrichtung angegeben. 

Fig. 9 zeigt in einem beispielhaften Ablaufschema den Verlauf einer erfindungsgemafien 
RNA-Impftherapie mit unterstiitzender Gabe von GM-CFS. Die fur ein oder mehrere 

25 Tumorantigene (MUC1, Her-2/neu, Tilomerase, MAGE-1) codierende mRNA- 

Molekule bzw. eine fur ein Kontrollantigen (Influenza Matrix Protein (IMP), ein vira- 
les Antigen) codierende mRNA werden dem Patienten id an den Tagen 0, 14, 28 und. 
42 verabreicht. Zusatzlich wird dem Patienten einen Tag nach der RNA-Impfung 
GM-CFS (Leucomax® (100 ftg/m 2 ) von Novarris/Essex Pharma) sx. injiziert. Bei 

30 stabilem Verlauf bzw. objekivem Tumomnsprechen (komplette Remission (CR) bzw. 

partielle Remission (PR)) erhalten die Patienten die Vakzinierungen einmal im Mbnat 
s.c. Nach der vierten Injeldon (Tag 49) wird das Ansptechen des Tumors radiolo- 
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gisch, laborchemisch bzw. sonographisch sowie die durch die Ihetapie induzierten 
immunologischen PhSnomene evaluiert Ab Tag 70 erfolgt die Fortfiihrung der In> 
munisierungsthexapie in 4-w5chentlichen Abstanden, Am Tag 0, 14, 28, 42 und 49 
werden Blutproben zur Bestimmung entspiechencfer I^boiparameter, des Differenzi- 
5 alblutbilds (Diff-BB), FAGS- Analyse und Cytokine entnommen. Das Restaging des 

Patienten erfolgt ab Tag 49 sowie ggf. alle weitetie 4 bis 8 Wochen, 

■ Fig, 10 zeigt in einera Flie&chema die Konstruldon von autologer, stabilisierter KNA gemafl 
dem Herstellungsverfahien der vorliegenden Erfindung. Zuniichst wird Tumotgewe- 
10 ( be, bspw. dutch Biopsie, gewonnen. Daraus wird die Gesamt-RNA extrahiett An- 

hand der aus der KNA-Exttaldion gewonnenen Poly(A"*)-RNA wird eine cDNA- 
Bibliothek konstmiert* Davon ausgehend witd nach Herstellung einer entsprechenden 
DNA-Mauize die autologe, stabilisierte KNA mittels ^D-Ttanskription gewonnen, 

15 Fig. 11 zeigt in einem Reaktionsschema die Schritte zur Herstellung einer cDNA-Bibliothek, ; 

ausgehend von Poly(A + )-KNA beispielhaft fiir das SMART PCR cDNA Synthesis Kit ■ 
der Fa. Oontech Inc. 

Fig. 12 zeigt eine fotogtaphische Aufnahme eines Agamsegels, das die typische Grofienftal^ 
tionierung einer cDNA-Bibliothek, erstelk aus humanem Placenta-Gewebe, zeigt. In 
der Spur M ist ein Dingenmarker mit Fragmenten der links angegebenen Lange auf ge- 
tragen. Die Spur M DS cDNA M enthalt die cDNA-Bibliothek Diejenigen Fragmente, 
die der erwatteten Gtofienfmlmon entsprechen (etwa 200 BP bis 4000 BP) werden fiir 
die In thro -Tiunskription verwendet 

Fig. 13 zeigt einen beispielhaften Behandlungsplan fiir die erfindungsgemafie Tumor* 
Therapie dutich Injektion einer Timior-mRNA-Bibliothelc, hier in Kombination mit 
GM-CSF, fiir Patienten mit raalignem Melanom Herfur wird aus patienteneigenem 
Tumoigewebe heigestellte,' autologe, stabilisierte KNA verwendet. Diese amplifizierte 
autologe Tumor-RNA wird dem Patienten i.d. an den Tagen 0, 14, 28 und 42 verab- 
nsicht. Zusatzlich wird dem Patienten einen Tag nach der RNA-Injektion GM-CFS 
(Leucomax^ 100 ftg/m 2 Novartis/Essex Pharma) s.c. injiziett Zwei Wochen nach 
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der vierten Injektion (Tag 56) wild das Ansprcchen des Tumors durch eine Staging- 
Untsrsuchung (u.a. Sonographic, Thorax-Rontgen, CT usw.) sowie dutch die Auswer* 
tung der durch die Therapie induzietten immunologischen Parameter evaluiert Bei 
stabiiem Kradtheitsverlauf bzw. objekivem Tumoransprcchen (CR bzw. PR) erhalt 
5 der Patient alle vier Wochen jeweils eine wekerc Vakdnierung. Weiterc Restaging- 

Untersuchungen werden am Tag 126 und danach in 12-wochigem Abstand durchge- 
fiihrt 

Fig, 14 zeigt noch einmal schematisch den generellen Ablauf einer Iherapie mit der erfin- 
10 dungsgemafien phatmazeutischen Zusammensetzung mit autologer, ampKffeerter 

Tumor- RNA, Ah, die in der pharmazeurischen Zusammensetzung enthaltene RNA 
reprasentieit eine cDNA-Bibliothek des Tumorgewebes. Es wild zunachst eine Probe 
des Tumotgewebes, bspw. iiber eine Biopsie, gewonnen, Aus dem Gewebe whd die 
Gesamt-, dann die Poly(A+)-RNA durch entsprechende Extralmonen hetgestellt, 
1 5 Ausgehend von der Poly(A+)-RNA witd eine cDNA-Bibliothek konstruiert, die in ei- 

nen zur nachfolgenden In ^m-Tmnsktiption geeigneten Vektor kloniett wM Durch 
In vm -Transldption wird dann ein RNA-Vakzin gewonnen, das dem Patienten, dem 
das Tumorgewebe entnommen wurde, zur Beteimpfung des Tumors injiziert wird, 

20 Die nachfolgenden Ausftikungsbeispiele edautern die vorliegende Etfindung naher, ohne sie 
einzuschtiinken, 

BEISPIELE 

25 Beispiel 1: Tiwiomkzinierung mit RNA im Tieimodell 

Materialien und Medioden 

Gekappte raRNA, codierend fur eine veriuirzte Version des He^2/neu-Proteins der Ratte 
30 („EO>TM:-neu-Ratte a , entlialtend die extrazellulare Domane und die Transmembranregion, 
nicht jedoch die cytoplasmatische Region) wurde unter der Verwendung von „SP6 mMessa- 
gemMachine" (Ambion) mit Klfe eines Plasmids heigestellt, das im wesentlichen dem in Pig. 
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8 gezeigten Aufbau entsprach, jedoch statt des T7-Promotors einen SP6-Ptomotor enthielt, 
und in welchem das EC!>lM-neu-Ratt^Komttufct hinter den SP6-RNA-Pofymemse- 
Promoter eingeftigt war. Die hergestellte mRNA wurde in Injektionspuffer (150 mM NaQ, 
10 mM HEPES) bei einer Konzentration von 0,8 mg/ml gelost und mit Protamin-Sulfat 
5 (Sigma) (1 rag Piutamin pro 1 mg RNA) gerrascht* 50 [A dieser Losung wiuden in die Auricu- 
lae (je 25 ^1 pro Ohr) der Mause injiziert Es erfolgten acht Injektionen, jeweils eine im Alter 
von 6, 8, 13, 15, 20, 22, 27 und 29 Wochen. Als Kontrollen dienten Mause, denen entspre-' 
chende Injektfonen mit Injeldonspiiffer, mit fur ECD-lM-neu-Ratte codierender Plasmid- 
DNA oder mit einer der erfindungsgemafien mRNA entsprechenden Antisense*mRNA vei^ 
10 abreichtwurden. 

Etgebnisse 

Weibliche BalB-neu T-Mause (Ba!B/c-Mause, die das Onkogen Her2/neu der Ratte expri- 

15 mieren; vgL Rovero et aL (2000) J, Immunol 165(9) j5 133-5 142), die spontan Mammakm- 
nome entwickeln, wutden mit fur eine verkiirzte Version des Her-2/neu-Proteins („ECD- 
TM-neu-Ratte", enthaltend die exttazellularc Domane und die Transmembxanregion, nicht 
jedoch die cytoplasmatische Region) codierender RNA immunisiert Als Negativkontrolle 
dienten vier mit Injekrionspuffer behandelte Mause. Einer weiteren Gruppe von drei Mausen 

20 wuide fur das verldime Het^/neu codierende DNA injiziert Vier Mause erhielten die erf in- 
dungsgemafi fur das Tumorantigen Her-2/neu (verkiirzte Version ECD-TM, siehe oben) 
codierende mRNA. Als weitere Kontrollgruppe dienten vier Mause, denen die entsprechende 
Antisense-RNA injiziert wwde. Wie in der Fig. 1 gezeigt, wurde bei den Tiercn der unbehan- 
delten Kontrollgruppe nach 26 Wochen eine Tumormultiplizitat von durchschnittlich 10 be- 

25 obachtet, wobei alle Tiere im Alter von etwa 20 Wochen tastbare Brusttumore aufwiesen. Im 
Gegensatz dazu ist bei der Immunisierung mit der fur ECD-IM-neu-Ratte codierenden 
mRNA eine deutliche Verlangsamung der Karzinomentstehung zu beobachten, insbesondere 
witd erst im Alter von 30 Wochen eine Tumormultiplizitat von 10 erreicht Des Weiteren ist 
audi die Tumoigt&Ge vernundert (nicht gezeigt), Von den 4 mit der erfindungsgemaften 

30 mRNA behandelten Mausen war eine nach 9 Monaten immcr noch tumorfreL Diejenige 
Gruppe von Mausen, denen die Antisense-mRNA injiziert woiden war, zeigten alle im Alter 
von 6 Monaten Tumom. Die Vergleichsgruppe der Mause, denen fiir die veririiizte Version 
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von HSer-2/neu codierende Pkmid-DNA injiziett wutde, zeigten ebenfalk eine im Veigleich 
zur unbehandeken Kontrollgruppe verlangsamte Katzinomentstehung (vgL audi beziiglich 
entspiechender PJasmid-DNA-Experimente bei intmmuskularcr Injektion; Di Carlo et al 
(2001) Oin, Cancer Res. 7(3. ErgSnzungsband): 830s-837s), wobei jedoch die Kareinoment- 
5 stehung bis zur 27. Lebenswoche nicht so stark verlangsamt war wie bei der Iinmunisierung 
mit erfindungsgemXfier, fur die verktitzte Version von Het2/neu codierender mRNA Dar- 
iiber hinaus sind bei der ImmunisierUng mit DNA die vorstehend genannten Nachteile, ins- 
besondere die Gefahr der Integration der DNA. in das Genom, die Entstehung yon anti- 
DNA-Anufcorpem usw, zu berucksichtigea 

10 

Beispiel2: Efnfluss von GM-CFS auf die RNA-Vakziniettmg 
Materialmen und Methoden 
15 Mfyse , . . 

6-10 Wbchen alte BALB-c AnNCrlBR (B-2 d ) Mause (weiblich) wuiden von Charles River 
(Sulzfeld, Deutschland) bezogeru 

20 Phmde urdHmtdhtng mi RNA 

Der fur beta-Galaktosidase codierende ORF (LacZ), flanldert von 5- und 3-nicht- 
translatierten Sequenzen aus dem beta-Globingen von X Laeus, v/utde in das Plasmid pT7TS 
(PA Greek, Austin, TX, USA), urn cks Plasmid pTyTS-l^ozak-S' beta gHacZ-3* beta gt 
25 A30C3O herzustellen (vgL Hberr et aL (2000) Eur. J. Immonoi 30: 1-7), Der generelle Aufbau 
des Plasmids p!7TS mit den flanlderenden 5- und 3 - nicht-mnslatietten Sequenzen aus dem 
beta-Globingen von X Laeds istin Fig. 8 schematised daigestellt 

Das derart hetgestellte Plasmid mirde mit Pst I linearisiett und in nkro unter Verwendung des 
30 n>MessageraMachine17 Kit (Ambion, Austin, XX USA) transkipieit Die so hetgestellte 
RNA wurde mittels LiQ-Piuzipitarion, Phenol/Clilorofomi-Extraldion und Ammoniumace- 
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tat-FSllung gereinigt Die gereinigte RNA wude schliefilich in einer Konzentmtion von 0,5 
nig/ ml in Injektionspuffer (150 mMNaCl, 10 niMHEPES) resuspendiert 

Medien und Mkultur 

5 

P815 und P13,l-Zellen wuden in KPM 1640 (BioWhittaker, Verviers, Belgien), eigantf; mit 
10% Htze-inaldviettem fotalem Kalberserum (PCS) (PAN systems, Deutschland), 2 niM L; 
Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin, kultiviert 

10 CTLrKulturen wurden in RPMI 1640-Medium, erganzt mit 10 % PCS, 2 mM L-Glutamin, 
100 U/ml Penicillin, 100 mg/ml Streptomycin, 0,05 fM beta-Mercaptoethanol, 50 mg/ ml 
Gentamycin, MEM-Non Essential Amino Assids (100 x) und 1 mM Natriumpyiwat, gehai- 
ten. CtL wutden fur eine Woche mit 1 mg/ml beta-Galalaosidaseptotein (Sigma, Tauflrir- 
chen, Deutschland) restimuliett Am Tag 4 wurden 4 ml Kulturliberstand vorsichtig abpipet- 

1 5 tiert und durch frisches Medium, enthaltend, 10 U/ml rIL-2 (Endl^onzentration) ereetzt 

hnnmisiemng 

3 BALB/c-Mause pro Gruppe wurden mit 20 mg Pentobarbital ip. pro Maus betaubt. Den 
20 Mausen wutde dam id* in beide Auriculae 25 mg fur beta-Galaktosidase (beta-Gal) codie- 
rende mKNA Injektionspuffer (150 mM NaO, 10 mM HEPES) injiziert. In einigen Fallen 
v/urde zusatdich Granomycyten-Malax>pta^ (GM-CFS) 24 

h oder 2 h vor bzw, 24 h nach der KNA-Injeldon in dieselbe Stelle oder in eine davon ent- 
femte Injeldonsstelle (in die Auricula oder sx< in den Rticken) injkieit Als Positivkontrolle 
25 wurde Tieren jeweils 10 mg eines fur beta-Gal codienenden DNA-Plasmid$ in PBS id in bei- 
de Auriculae injiziert Eine Gruppe von Tieren, denen in beide Auriculae nur Injeldonspuffer 
id* appliziert wuixle, diente ab Negativkontrolle. Zwei Wochen nach der Eretinjektion wurde 
eine Boost-Injektion in jeweils der gleichen Weise wie bei der ersten Injeldon durchgefiihrt 
Zwei Wochen nach der Boost-Injektion wutde Blut genommen, die Muse wuxden getotet 
30 und die Mtfz entfemt. 
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Aiis der MHz erhaltene Splenocyten warden in ixto) mit beta- Gal-Protein stimuliert und die 
CIL-AImvitat wurde nach 6 Tagen unter Verwendung eines 6stiindigen 51 -Cr-Standardtests, 
5 wie in Rammensee et aL (1989) Immunogenetics 30: 296 - 302, beschrieben, bestimrat Kutz 
zusammengefasst wutden Zielzellen mit 51 Cr marldert und mit dem Peptid TPHPARIGL fur 
20 mia bei Raumtemperatur beladea Nach der Co-Inkubation von Effektot*- und Zielzellen 
(bei jeweils drei verschiedenen Verhiiltnissen von Effeldx^nZielzellejnu 200, 44 und 10) in run- 
den Platten mit 96 Veitiefuiigen fur 6 h wutden 50 ml von 200 ml Kulttirubemand in eine 

10 Luma-S^iintilladomplatte fPacl^attJ) mit 96 Vettiefungen pipettiett, und nach dem Tracknen 
wurde die Radfoaktivitat mit einem SzintiUationszahler (1405 Microbeta Plus) gemessen. Die 
prozentuale spezif ische Freisetzung wutde aus der Menge des in das Medium feigesetzten 
5, Cr (A) minus der spontanen Freisetzung (B) geteilt dutch die Gesamtfreisetzung (Q (unter 
Verwendung von Triton X-100) minus der spontanen Fneisetzung (B) bestimmt: Prozent 

15 spezifische Lyse - 100 (A-B)/(GB). 

QtckfoELISA 

Mich 4 Tagen der Restimulierung mit beta-Gal-Protein wurde der t)berstand der Splenocy- 
20 tenkultur abpipettiert und bei - 50°C bis zur Verwendung gelagert Auf MaxiSoiWPlatten 
(Nalge Nunc International, Nalge, Danematk) wutden iiber Nacht bei 4°C 100 ml Anti- 
Maus- Anti-IFN- gamma- oder -IL-4-FangemntilcDjper (Becton Dickenson, Heidelberg, 
Deutschland) bei einer Konzentration von 1 mg/ml in Beschichtungspuffer (0,02< % NaN>, 
15 mM Na 2 G0 3 , 15 mM NaH0O 3 , BH 9,6) auspipettiert Nach dreimaligem Waschen mit 
25 ' Waschpuffer (0,05 % Tween 20 in PBS) wuixlen die Platten mit 200 ml Blockingpuffer (0,05 
% Twen 20, 1 % BSA in PBS) fiir 2 h bei 37° C abgesattigt Nach dreimaligem Waschen mit 
Waschpuffer wuxden 100 ml der ZeUlajlturiiberstande fiir 5 h bei 37° C inkubiett Die Platten 
wutden dann viermal mit Waschpuffer gewaschen, und es wutden 100 ml biotinyliette Anti- 
Maus-Anti-IFN-gamma- oder -11^4-DeteWomantikSiper (Becton Dickenson, Heidelbetg, 
30 Deutschland) pro Vettiefung bei einer Konzentiation von 0,5 mg/ml in Bloclderungspuffer 
pipettiert und fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiett Nach dreimaligem Waschen mit Wasch- 
puffer wutxlen in jede Vertiefung 100 ml einer 1/1000-Vetdunnung Spreptavidin-HRP (BD 
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Biosciences, Heidelberg, Deutschknd) gegeben, Nach 30 min bei Raumtemperatur wurden 
die Pktten dreimal mit Waschpuffer und zweimal mit bidestilliertem Wasser gewaschea Da- 
nach wurden in jede Vertiefung 100 ml des ABTS-Substrats zugegeben, Nach 15 - 30 min bei 
Raumtemperatur wurde die Extinktion bei 405 nm mit einem Sunrise-ELIS A-Lesegerat (Te- 
5 can, Quilsheim, Deutschknd) genuessen, 

Antikorper-ELISA 

Zwei Wochen nach der Boost-Injektion wurde den Mausen Blut uber die Qrbitalvene abge- 
1 0 nommen und Blutserum hetgestellt Auf Maxisotb-Pktten (Nalge Nunc International, Nalge, 
Danemark) wutden flir 2 h bei 37° C 100 ml beta-Gal-Protein in einer Konzentmtion von 
100 mg/ml in Beschichtungspuffer (0,05 M Tris-HG, 0,15 U NaQ, 5 xxM CaCl 2 , pH 7,5) 
auspipettiert, Dann wurden die Platten dreimal mit 200 ml Waschpuffer (0,05 M Tris-HCl, 
' 0,15 M NaO, 0,01 M EDTA, 0,1 % Tween 20, 1 % BSA, pH 7,4) gewaschen und mit 200. ml 
15 Waschpuffer uber Nacht bei 4° G mit Protein abgesattigt. Die Pktten wurden dreimal mit 
Waschpuffer gewaschen, und es wurden Blut-Seren in einer Veidiinnung von 1/10, 1/30 
bm 1/90 in Waschpuffer zugegeben, Nach 1 h bei 37° C wurden die Pktten dreimal mit 
Waschpuffer gewaschen, und es wurden 100 ml von 1/lQOOVerdtinnungen von Ziege-Anti- 
Maus-IgGl- oder -IgG2a-Antilcoipem (Galtag, Burlington, CA, USA) zugegeben, Nach 1 h 
20 bei Raumtemperatur wurden die Vertiefungen dreimal mit Waschpuffer gewaschen, und es 
wurden 100 ml ABTS-Substrat pro Vertiefung zugefugt Nach 15 - 30 min bei Raumtempeia- 
tur wurde die Extinktion bei 405 nm mit einem Sunrise-ELIS A-Lesegerat (Tecan, Guilsheim, 
Deutschknd) gemessem 

25 Ergebnisse und Diskussioq 

Es wurde bestatigt, dafi die direkte Injektion von RNA, die fiir beta-Gakktosidase codiert, in 
die Auticuk von Mausen eine Anti-beta- Galalaosidase-Imniunantwoit, im wesentlichen vom 
Th2-iyp, auslost; Es wird eine Produktion von Anti-bem-GaUctosidase-Immunglobulinen 
30 vom IGl-Typ (Fig, 3 A) und eine Sekretion von IL4 (Fig. 2 B) bei mit beta-Galaktosidase- 
stimulierten Splenocyten von Mausen festgestellt, denen die fiir beta-Galaktosidase codieren- 
de RNA injiziert wurde, Urn die Effizienz der RNA-Vakzine zu verstarken, wurde zusatzlich 
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das Qtokb GM-CFS verabtieicht. Dieses Qtokb verstark die Effizienz bei einigen DNA- 
Vakzberu Dariiber hbaus wutde festgestellt, dafi der Zeitpunk der GM-CFS-Injektion im 
Veigleich zur DNArlnjeldon den Typus der Immunantwott beeinflufit (Kusakabe (2000) J. 
ImmunoL 164: 3102-3111). Erfbdungsgemaft wutde festgestellt, daft GM-CFS die dutch eine 
5 RNA-Vakzinierung hervotgerufene Immunantwott verst&ken kann. Die Injektion von GM- 
CFS einen Tag vor der Injektion von RNA zeigt bum einen Ebflufi auf die Starke oder den 
Typus der Immunantwott Im Gegensatz dam verstark die Injektion von GM-CFS 2 Stun- 
den vor der Injektion der RNA die Immunantwott (vgL die IL«4~Fiieisetzung in Fig. 2B bei 
den 2 Mausen, denen GM-CFS beim Zeitpunk T « 0 bjiziert wutde), beeinflufit jedoch 

1 0 nicht die Th2-Polaritat, Wird GM-CFS dagegen einen Tag nach der RNA Vakzbe in dieselbe 
Stelle oder b ebe davon entfemte Stelle (nicht gezeigt) bjiziert, witd die Immunantwott 
nicht nur insgesamt verst&k (vgL die AntikSrper-Antwott gemafi Fig. 3), sondem die Im- 
munantwott wird nun Tbl-Typ polarisiert (vgL die IFN-gatnma-Produktion durch beta- Gal- 
Proteb-stimuliette Splenocyten gemafi Fig, 2A, die Ptodukion von IgG2a-Anrik5tpem ge- 

1 5 gen beta-Gal gemafi Fig. 3B und die Produkfon aldvietter CtL gemSfi Fig. 1). Die Injektion 
von GM-CFS einige Mbuten oder einige Stunden nach der RNA- Injektion sollte die gleiche 
Auswitkung (Verstarkung und Polaris ierung) der Immunantwott crgeben, 

Beispiel 3: Auswitkung von RNase-Inhibitor auf die mRNA-Expression in vivo 

20 

Es wutde nackte oder ptotamb-assoziiette bzw. -komplexierte inRNA, die fur beta- 
Galaktosidase codiert (hetgestellt wie b Beispiel 2 angegeben) b die Auricula von Mausen b 
eber Menge von 25 mg RNA b Injekionspuffer (150 mM Nad, 10 mM HEPES) bjiziert 
Wekeren Mausen wutde die fur beta-Galakosidase codierende mRNA zusammen mit 10 U 

25 des RNase-Inhibitors RNasb (eb aus Pankteas exttuhierter enzymatischer RNase-Inhibitor, 
erhaltlich von Roche oder Promega) injizierc Der RNase-Inhibitor wurde unmittelbar mit der 
RNA-Losung vor der Injektion vennischt. Nach 12 Stunden wutden jeweils den Mausen die 
Ohren abgenommenu M&toskopische Dunnschnitte der Auriculae wutden hetgestellt und mit 
X-Gal gefatbt Die Injektion nacker oder protamb-assoziierter mRNA fiihtt zu eber detek- 

30 tietbaren beta-Galaldx>sidase-Aldvitat b einigen wenigen Zellen bei den entsprechenden 
Diinnschnitten (blaue Zellen b Fig. 5 und 6). Somit haben hier einige Zellen die exogene 
RNA aufgenotanen und b das Proteb ttanslatiett Wenn die fur beta-Galakosidase codie- 
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rcnde mRNA mit dem RNase-Inhibitor RNasin geschiitzt vorlag, wurden sehr viel mehr 
bkue Zellen als im Fall der nackten oder pmfcmiin-assoziietten RNA beobachtet (Fig. 7). Da , 
RNasin RNasen inhibiett, wird die Halbwettszeit der injizietten mRNA-Mblekiile in mo, dott 
wo die Umgebung (bterstitielles Gewebe) mit RNasen kontaminiert ist, verlangeit Die derar- 
5 tige Stabilisierung der KNA fuhtt zu einer verstarkten Anfnahme durch die umgebenden Zel- 
len und dadurch m einer verstarkten Expression des von der exogenen KNA codierten Prote- 
ins. Diese Phanomen kann daher auch fur eine verstStke Immunantwort gegen ein von der 
injizierten mRNA codierten Antigen genutzt werdea 

1 0 Beispiel 4: RNA* Vakzinienmg bei Patienten mit malignen Erfaankungen 

Einleitung 

Cytotoxische T-Lymphocyten (CIL) eifannen Antigene als kwze Peptide (8-9 Aminosau- 
1 5 rcn), die an MHC Klasse I Glykoproteine gebunden an der Zellobetflache exprimiert weiden 
(1). Diese Peptide sind Fragments intmxellularer Eiwei&nolckule. Es gibt jedoch Knweise, 
daft auch exogen durch Maloopinocytose oder Phagocytose aufgenommene Antigene zur 
CD8 + T-Zell-vermittelten Immunantwort fuhren konnen. Die Proteine werden in Proteoso- 
men gespalten, die hierbei entstehenden Peptide werden aus dem Cytosol in das Lumen des 
20 endoplasmatischen Retikulums tnmspoitiert und an MHC Klasse I Molekule gebunden. 

Die so prozessierten Proteine werden als Peptid/MHGIClasse I-Komplex an die Zelloberfla- 
che ttunsportiett und den CTL piSsentiert; Dieser Vorgang findet in jeder Zeile statt und er- 
moglicht so dem Immunsystem ein genaues Uberwachen jeder einzelnen Zelle auf das Vor- 
25 handensein korperfremder bzw. veranderter oder embiyonaler Proteine, unabhangig davon 
ob sie von inttazellularcn pathogenen Keimen, Onkogenen oder dysregulierten Genen stam- 
men, Dadurch sind cytotoxische Lymphocyten in der Lage, infizierte bzw, neoplastische Zel- 
len zu erkennen und zu lysieren (2, 3) . 

30 In den letzten Jahrcn ist es gelungen, verschiedene tumor-assozierte Antigene (TAA) und 
Peptide, die von CTL erkannt werden und dadurch zur Lyse von Tumorzellen fuhrcn, zu 
isolieten (21-27). Diese TAA sind in der Lage, T-Zellen zu stimulieren und antigenspezifische 
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CIL zu induzieren, wenn sie als Komplex aus HLA-Moleluil mid Peprid auf Antigen- 
prasentietenden Zellen (APQ exprimiert warden. 

In zahlreichen Utitetsuchungen, die vor allem bei Patienten rait malignem Melanom durchge- 
5 fulirt wutden. konnte gezeigt wetden, dass maligne Zellen beirn Fortschreiten der Tumoner- 
krankung die Expression von TAA verlieren. Ahnliches wird auch bei Val^zinierungen mit 
einzelnen Tumorandgenen beobachtek Uhter Valczinierung^therapien kann es auch zur Selek- 
tion von Tumorzellen kommen, was ein Endsommen vom Immunsystem und eine. Progressi- 
on der Erkrankung ttotz Therapie emioglicht Die Anwendung von mehreren vetschiedenen 
10 Tumorantigenen wie im erfindungsgeraafen Bekndlungspkn des voriiegenden Beispiek 
votgesehen, soli eine Selekion von Tumorzellen sowie ein Entkoramen der malignen Zellen 
vom Immunsystem dutch Antigenverlust verhindem. 

Vor kurzem wutde eine Methode, mit der DC rait RNA aus einem Plasraid, das ein Tumor- 
15 antigen kodiert, transfiziert werden konnen, entwickelt (Nair et at, 1998, Nair et aL, 2000), 
Die Tiansfektion von DC mit RNA fur CEA oder Telomerase fuhrte zur Indukion von An- 
tigen-spezifischen CIL. Dieses Verfahren ennSglicht es, CIL sowie T-Helfer Zellen gegen 
mehrere Epiope auf verschiedenen HLA-Moleldilen aus einem Tumorantigen zu induzierea 
Ein weiterer Vorteil dieser Strategic ist die Tatsache, dass sie weder die C3iamlaerisierung der 
20 verwendeten Tumorantigene bzw. Epitope noch die Definition des HLA-Haplotyps des Pati- 
enten voraussetzt, Durch eine deturtige polyvalente Vakzine teJnnte die WahischeMchkeit 
fur das Auftreten von sogenannten klonalen „tumor escape"- Phanomenen deutlich gesenkt 
weiden, Daruber hinaus konnten durch diesen Ansatz T-Zell-vermittelte Iinmunantworten 
gegen auf naturlichem Wege prozessierte und prasentierte Antigene mit eventuell hoherer 
25 Immundominanz induziert weiden, Durch zusStzliche Beteiligung von MHGKlasse II 
restringierten Epitopen konnte die induziette tumorspezifeche Immunantwott vemarkt und 
langer auf techt erfialten weiden, 

Es wird beispielhaft ein eifindungsgemafies Behandlungsschema zur TimK^Vdczinierung 
30 von Patienten mit foitgeschtittenen malignen Erlttankungen (Mamma-, Ovarial-, kolorektale, 
Pankreas- und NierenzelU<aiztaome) bereitgestellt, Herbei wird RNA, die aus Plasmiden, die 
fUr MUC1, Her-2/neu, Telomemse und MAGE-1 Tumorantigene sowie Influenza-Matrix- 
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Protein (LMP) (positive Kontrolle) codieien, hergestellt wuixle, Patienten mit oben erw3hnten 
malignen Erkrankungen intra dermal verabreicht, Dadurch wird eine Cllrlndukion in iko 
ermoglicht, um so die Progression der Erktankung zu verhindem bzw, deren Riickbildung zu 
bewirken. Die genannten Tumorantigene weden auf den imlignen Zellen von Mamma-, O 
5 varial-, kolorektalen, Pankreas- und Nietienzeltozinomen exprimiert 

Gemafi dem Bahandlungsplan (vgl die diesbezuglichen nachstehenden Ausfuhrungen sowie 
Fig, 9) wetden die im Labor hetgestellten RNA-Spezies, die fiir CEA, MUC1, Her-2/neu, 
Telomere, Mage-1 und IMP kodieren, den Patienten Id., zunachst 4 x an den Tagen 0, 14, 
10 28 und 42, verabreicht* Zusatzlich \ritd den Patienten jeweils einen Tag nach der RNA- 
Impfung GM-CSF (Leucomax®, 100 f*g/m 2 , Novams/EssexPharma) sx* verabneicht. 

Bei der erfindungsgemaCen Behandlung handelt es sich um einen Immunisierungsansatz, der 
nur minimale Eingriffe beim Patienten (Injekion) erfordert* Die Therapie erfolgt ambulant 
15 und ist fur viele Tumorpatienten geeignet ohne die Eimchnlnkyng auf bestimmte HLA- 
Typeh oder definieite T-Zellepitope. Des Wekeren, konnen durch diese Thetapie polyklonale 
GD4 + -T-Helfer als audi CDS'-CTL induziert weidea 

Behandlungsplan 

20 

Die RNAs fiir mehrete Tumorantigene (MUQ, Hei^2/neu, Telomere, MAGE-1) und fiir 
ein Kontrollantigen, dem Influenzamatrixprotein (IMP, virales' Antigen), werden dem Patien- 
ten id an den Tagen 0, 14, 28 und 42 verabteicht, Zusatzlich erhalten die Patienten jeweils 
einen Tag nach der RNA-Impfung GM-CSF (Leucomax® (100 /^g/m 2 ) Novartis/Essex 
25 Pharma) sx« Bei stabilem Krankheitsverlauf bzw, einem objektiven Tumoransprechen (konv 
plette Remission (CR) bzw. partielle Remission (PR)) erhalten die Patienten ggf, die Vakzinie- 
rungen einmal im Monat sx, Nach der vietten Injektion (Tag 49) witd das Ansptechen des 
Tumors ludiologisch, laborchemisch und/oder sonograpliisch sowie die durch die Therapie 
induzierten immunologischen Phanomene evaluiett 

30 

i 

Ab Tag 70 erfolgt eine Fottfuhrung der Immunisierungsthetapie in 4-w5chtentlichen Abstan- 
den, 
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An den Tagen 0, 14, 28, 42 und 49 werden jeweils Blutpnoben fur Labor, Diff-BB, FACS- 
Analyse und Cytokine entnommen (insgesamt 50 ml). Das Restaging der Padenten erfolgt ab 
Tag 49 sowie ggf. alle weitere 4 bis 8 Wochen. 

5 

DerBehandlungsplan ist in der Fig, 9 schematised datgestellt. 

Labon Gerinnung, Elekrolyte, LDH, fi2~M, CK, Lebercnzyme, Bilirubin, Kreatfoln, 
Harnsaute, Gesamteftveifi, Gerinnung, CRP, Tumomnrkr (Ca 12-5, Ga 15-3, 
10 CEA,Gal9-9);15mlBlut 

Diff-BB: Differentialblutbild mit Ausstrich (5 ml EDTA-Blut), 

Cytokine: 10 ml Serum. 

FACSj 10 ml Heparb-Blut, 

EUspot: 20 ml Hcparin-Blut, 
15 Multitest: Analyse derDlHReaktion. 

DUi (engl. ^delayed type hypersensitivity", verspatete T-Zell-vennittelte Reaktion) 
Analyse der Reakrion auf intra dermal verabreichte RNA Zusatelich soli eine 
Hautbiopsie bei postiver DIH-Realmon erfolgen (hierftir ist keine Ix>kalanas- 
thesie erfoiderlich). 



20 



Herstellung von RNA aus Plasmiden 



Fur die Produkion einer Vakzine aiif mKNA-Basis werden nur chemisch synthetisierte und 
aus Bakterien aufgeneinigte Vorstufen benodgt Dies witd voraigswsise in einer besonders 

25 ausgerusteten RNA-Produktions-Einheit bewerfcstelligt, Diese befindet sich in einem abge- 
sclilossenen Raum, der als RNase-freie Zone deklariert ist, d,k Arbeiten mit RNase (z$. die 
Aufoeinigung von Plasmiden) diirfen nicht ausgefiihrt weiden, Ebenso wird die Kontaminati- 
on mit naturlich vorkommenden RNasen stetig uberpruft, Dieser Raum ist mit Neuge$ten 
(4°G und -20°GKiihlschianl<£, Heizblock, Sterilbank, Zentrifuge, Pipetten) ausgestattet, 

30 welche noch nie in Benutzung fur biologische oder ldinische Arbeiten waren. Diese RNA- 
Praduktionseinheit wird ausschliefilich fiir die enzytratische Produkion (In thro -Trans- 
kription) von mRNA genutfct (ohne bakterielle, vitale oder Zellkukur- Arbeiten). Das End- 
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produkt umfasst eiae sterile RNA-Losung in HEPES/NaCl-Puffer. QuaMtsanalysen weixlen 
auf elnem Fornialdehyd-Agarosegel durchgefiihrt. ZusStzlich wild die RNA-Konzentmtion 
sowie der Anteil an Proteinen photometrisch bestimmt (OD 320 < 0,1; VeAaltnis von 
OD 260 /OD 280 > 1,8 bei reiner RNA). Eine mogliche Kontaminadon dutch LPS witd im LAL- 
5 Test anafysiert Alle RNA-Pmben werden vor dem Verabreichen steril filtriert 

Plasnmk^Korettdtte 

Die ausgewablten Gene (CEA, Mucinl, Her-2/neu, Telommse, Mage-Al and Influenza 
1 0 Matrix) werden iiber PGR durch den Einsatz eines thermostabilen Hgh-Peforraance-Enzyms 
(pfu, Stratagene) amplifizierk Die Gene stammen aus Tumor-cDNA (Mucinl, Hei2/neu, 
Telomerase), oder sie wutden in bakerielle Vekoren kloniert (Influenza Matrix und MAGE- 
Al), Die PCR-Fragmente wenien mit Restrildomenzymen geschnitten (Mucinl: Bglll-Spelj 
Her-2/neu: HnDniblunt-Spel; Telomemse: BglH-Spel; MAGE-A1: BamfE-Spd; Influenza 
15 Matrix Protein; BglH-Spel) und in das T7TS-Plasmid (vgi Fig. 8) iiber die BgtH und Spel 
Restriktionsstellen Idoniert Plasmide hoher Reinlieit werden iiber das Endo-ftee Maxiprepa- 
ration Kit (Qiagen, Klden, Deutschland) erbalten, Die.Sequenz des Vekots wild iiber eine 
Doppelstmng-Sequenzierung vom 17 Promotor bis zur PstI Stelle kontrolliert und dokumen* 
tiert, Plasmide, deren inserdeite Gensequenz korrck und ohne Mutationen ist, wetden fiir die 
20 In litiv -Transkription benutzt (KLontrolle iiber die publizierten.Sequenzen: Accession Nunv 
mem: M11730 fiir He*2/neu, NMJ302456 fiir MUC1, NMJ303219 fiir Telomere TERT, 
V01099 fur Influenza Matrix und M7748 1 fur MAGE- Al). 

Jn vtyv -Transhiption 

25 

500 ftg von jedem Piasmid werden in einem Volumen von 0,8 ml iiber ein Verdau mit dem 
Restrilmonsenzym Pstt in einem 2 ml Eppendorf-Reakionsgefafi linearisiert. Dieses geschnit- 
30 tene Konstruk wind in die RNA-Produldonseinheit iiberfuhrt 1 ml eines Gemtschs von 
Phenol/diloroform/Isoamykllrahol wird zu der linearisierten DNA gegebea Das Reakti- 
onsgefafi wind fiir 2 Minuten gevortext und fiir 3 Minuten bei 15.000 UpM abzentrifuguiert 
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Die wassetige Pliase wird abgenommen und mlt 0,7 ml 2-Pnopanol in einem 2 ml Reaktions- 
gefafi veimischt Dieses Gefafi wind 15 Minuten bei 15000 UpM zentrifugieit, der tfberstand 
verworfen, und es wird 1 ml 75% Ethanol hinzugefugt Das Reakionsgefafi wild fur 10 Mi- 
nuten bei 15.000 UpM zenrifugieit, und der Ethanol wird entfemt. Das Gefafi wird nochmals 
5 fur 2 Minuten zentrifugiert, und die Reste des Ethanols wetxlen mit einer Mikroliter- 
Pipettenspitze entfemt Das DNA-Pellet wird dann in 1 /xg/ml in RNase-freiem Wasser auf- 
gelost 

Enzyrmti$<he Synthese ckrRNA 

10 

In einem 50 ml Falcon^Rohrchen wird folgendes Realdonsgemisch hergestellt: 100 ^g line- 
arisierte proteinfcie DNA, 1 ml SxPuffer (200mMTris-HQ (pH7,9), 30 mMMgC^ 10 mM 
Spermidin, 50 mM NaCl, 50 mM DTI), 200 1 Ribonuclease (RNase)-Inhibitx)r (rekombinant, 
5 000 U), 1 ml rNTP-Mix (jeweils 10 mM ATP, CIP, UIPj 2 mM GTP), 1 ml CAP Analo 
1 5 gon (8 itiMj), 150 (A 17 Polymerase (3000 V) und 2,55 ml RNase-freies Wasser. Das Gesamt- 
volumen bett^gt 5 mL Das Gemisch wird ftir 2 Stunden bei 37 °C im Heizblock inkubiett 
Danach wettlen 100 U RNase-freie DNase zugeftigt, und das Gemisch wird wieder fiir 30 
Minuten bei 37 °C inkubiert. Heibei wird die DNA-Matme enzymatisch abgebaut, 

20 ifedW^ 

17 Polymerase; aufgereinigt aus einem E .coli -Stamm, der ein Plasmid mit dem Gen fiir die 
Polymeiase enthalt Diese RNA-Polymetase verwcndet als Substrat nur Ptomotorsequenzen 
des 17-Phagen; Fa* Fermentas. 
25 NIPs: chemisch synthetisiett und iiber HPLC aufgereinigt. Reinheit iiber 96%; Fa, Fermen- 
tas. 

CAP Analogon: chemisch synthetisiert und iiber HPLC aufgereinigt, Reinheit iiber 90%; In- 
stitut fiir Organische Chemie der Universkat Tubingen. ' 

RNase Inhibitor RNasin, zur Injektion, rekombinant hetgestellt (E. coH); Fa, Piomega, 
30 DNase: Pulmozym* („domase alfa*); Fa, Roche 
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Ranting 

Die mit DNase behandelte RNA wird mit 20 ml von einer Losung aus 3,3 ml 5 M NH40Ac 
plus 16,65 ml Ethanol vermischt Das Gemisch wird fiir 1 Stunde bei ~20°C inkubiert und 
5 bei 4000 UpM fur 1 Stunde zentrifugiert Der tlbetstand wird entfemt und das Pellet mit 5 
ml 75% RNase-freiem Ethanol gewascketL Das Gefafi wird nochmals bei 4000 UpM fur 15 
Minute n zentrifugiert und der Uberstand entfemt Das Gefafi wird nochmals unter den vor- 
herigen Bedingungen zentrifugiert und der verbleibende Ethanol mit einer Mikroliterpipetten- 
spkze entfernt Das Realmonsgefafi wird geQffnet, und das Pellet wird unter einer Sterilbank 
1 0 im sterilen Umfeld getrocknet 

1 ml RNase-freies Wasser wird zur getrockneten RNA, hinzugefiigt Das Pellet wird bei 4 °C 
fur mindestens 4 Stunden inkubiert 2 /4 der wasserigen Losung werden einer quantitativen 
Analyse (Bestimmung der UV-Absorption bei 260 nm) unterzogen, 2 ml einer Phe- 

15 nol/CUomfonri/IsoamylaU^hol-nisung werden zu 1 ml wasseriger RNA-Losung hinzuge- 
fiigt. Das Gemisch wird fiir 2 Minuten gevortext und hex 4000 UpM fiir 2 Minuten zentrifu- 
giert Die , wasserige Phase wird mit einer Mikroliterpipette entfemt und in ein neues Reakti- 
onsgefafi uberftihrt 4 ml einer Losung aus 0,66 ml 5 MNH40Ac plus 3,33 ml Ethanol wer- 
den hinzugefiigt Das Gemisch wird fiir 1 Stunde bei -20°C inkubiert und bei 4000 UpM fiir 

20 1 Stunde zentrifugiert Der TJberstand wird entfemt und das Pellet mit 75% RNase freiem 
Ethanol gewascheru Das Gefafi wird nochmals bei 4000 UpM fur 15 Minuten zentrifugiert, 
und der Uberstand wind entfemt Das Gefafi wird nochmals unter den vorkerigen Bedingun- 
gen zentrifugiert und der verbleibende Ethanol mit einer Milaoliterpipettenspitze entfernt, 
Das Reakionsgefafi wird geoffnet und unter einer Sterilbank das Pellet im sterilen Umfeld 

25 getrocknet 

Die RNA wird in RNase-freiem Wasser gelost und auf eine Konzentmtion von 10 mg/ ml 
eingestellt Sie wird 12 Stunden bei 4 °C inkubiett Durth Zugabe von Injekionspuffer (150 
mM NaQ, 10 mM HEPES) wird eine Endfonzentration von 2 mg/ml emeicht Das Endpn> 
3 0 duk wird vomigsweise unter GMP-Bedingungen vor Gebrauch sterilfilmert 
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Applikation der RNA 

Jeder. Patient ethalt an zwei verschiedenen Stellen eine intradermal (LcL) Injektion von je 150 
/A der Injekionslosung, in der je 100 p% Antigen-codierende mRNA (CE A, Her-2/neu, MA- 
5 GE-A1, Mucin 1, Telomemse, Influenza Matrix Protein) gelost vorliegt 

Nach der Primarimmunisierung wird alle 14 Tage eine Booste^Inlmunisierung durchgefuhrt> 
urn dann die Impfungen in momtlichem Abstand m wiedeiholen, Jeweils einen Tag nach der 
RNA-Injektion wird den Patientcn zusatzlich GM-CSF (Leucomax®, Sandoz/Essex Pharraa) 
1 0 sub cutan (s.c.) verabreicht 

Bei vorhandenem klinischen Anspnechen bzw. Stabilisierung der Erkrankung wird diese The- 
rapie in monatlichen Abstanden fortgefuhtt 

15 Weitere immunologische Untersucbungen invim (optional) 

Durcliflusscytometosche Uhtetsuchungen von PBMG zur Quantifizierung von CHr 
Vorlaufem; 
51 OFreiseCsungstests; 
20 Losliche Rezeptorcn- und Gytoldnspiegel im Serumj 

DIH-Reaktion (Hautrealdon auf intra dermal injizierte RNA, ^delayed type hypersensitive 
vf\ T-Lymphocyten vermittelte Reaktion); und 

Hautbiopsieproben aus der Injekrionsstelle zur histologischen Untersuchung auf T«Zell- 
Infilttation (Pathologic). 

25 

Parameter zur Beurteilung der Wkksamkeit 

Urn die Ftage nach der Witksamkeit dieser Immunthetapie beantwotten zu konnen, wind die 
Induktion tumorspezifischer T-Zellen und einer mefibaren Tuxnorremission herangezogen. 
30 Als Parameter gelten in titro und in mo gemessene T-Zellrealdonen sowie GrfJfienanderungen 
bidimensional erfafibarer Tumormanifestationen oder laborchemischer Verlaufspatameter, 
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Die objekttve Remission ist definiett als bestes Ansprechen in Fotta einer koropletten oder 
pattfeflen Remission, entsprechend den unten aufgeftihrten Kriterien, Die Remissionsrate 
bercchnet sich aus dem VerhSltnis aus der Anzahl der Patienten mit objeldver Remission und 
der Gesaratzahl aus wettbarer Patienten. 



Als immunologisches Ansprechen auf die Thempie wird eine Vetunderung im Immunstatus, 
bestimmt durch Immuntypisierung peripherer mononuklearer Zellen, Erhohung der antigen- 
spezif ischen CIL- Vorlaufeirf requenz im periphenen Blut und die Induktion einer anhaltenden 
tumorspezifischen T-ZeMtivitat geweitet Herai weiden in vtiv Induldonsluilturen zur 
1 0 Aktivierung tumorspezif ischer CIL etabliert, 

Remssimkrkenm(gm UIQQ 

Komplette Remission (CR): Vollstandige Ruckbildung aller messbaren Tumormanifestatio- 
15 nen, dokumentiert diirch 2 mindestens 4 Wocben auseinander- 

liegende KontroUunteisuchungem 
Parrielle Remission (PR): • Grofienabnahme der Summe der Flachenmafie (Praduk fcweier 



20 



Tumordurchmesser oder lineare Messung eindimensional mess- 
barer Lasionen aller Tumorbefunde urn 50 % fiir mindestens 4 
Woclien), Kein Neuauftreten von Tumonnanifestationen oder 
Progression eines Tumoxbefunds. 



Abnahme aller messbaren Tumonnanifestationen urn weniger 
als 50 % oder Zunahme eines Tumoxbefundes, 



Progression (PD); 



GrBfienzuxiahme der Tumorpatameter in mindestens einem 
Heixl oderNeuauftreten einer Tumormanifestatioa 
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Beispiel 5; Vakzinierung mit autologer, amplifizierter Tumor-RNA be! Patienten mit 
malignem Melanom 

5 Einleitung 

Die Inzidenz des malignen Melanoms ist in den letzten Jahren weltweit static angestiegen,' 
Falls sich die Melanomeriaanking zum Zeitpunk der Diagnosestellung bereits im metasta- 
sierten Stadium befindet, so gibt es dereeit keine Thetapie, die den weiteren Krankheitsverlauf 
10 mitausreichenckrSichetbefcpo^ . 

Bislang durchgefuhrte Valtzibieruiigsthempieii unter Verwendiwg von dendritischen Zellen 
sind wegen der komplizierten Anzixchtung der Zellen sehr labots kosten- und zeitintensiv 
(GMP-Bedingungen)« Weiterhin konzentrierten sich die Studien bislang vorwiegend auf be- 
1 5 kannte tumotassoziiette Antigene C^AA), wie zum Beispiel Melan-A oder Tyrosinase. 

Eine Reihe verschiedener immunologischer Phanomene wie unter andenem das Auftreten 
von spontanen Tumomegiessionen oder der spontanen Involution von Metastasen haben das 
Melanom zum vonungigen Kandidaten zur Erprobung immunthempeutischer Untersuchun- 

20 gen.gemacht (Parkinson et al> 1992). Neben Versuchen der unspezifischen Stimulation des 
Immunsystems mittels Interleuldn-2, Mistektttakten, BOG und Interferonen, die bisher zu 
, keinen entscheidenden Dutthbriichen in der Thetapie fortgeschrittener Tumotetktanlaingen 
fiihrten, wurde in den letzten Jahren insbesondere die Strategic der Induktibn vetschiedener 
hochspezifischer cytotoxischer T-Lymphocyten (CEL.) verfolgt* Diese CIL sind in der Lage 

25 autologe Melanomzellen zu erkennen und abzutoten' (Boon, et aL, 1994; Houghton, 1994). 
Untersuchungen dieses Votgangs eigaben, dass die CIL definierte Peptide in Verbindung mit 
MHGKJasse-I-Mbleldilen etkennen. Die Piasentation von Peptiden durch Antigen- 
piusentierende Zellen (APQ sind der physiologische Weg zur Ereeugung von spezifischen 
Immunantworten durch Lymphocyten (Rammensee, 1993). Dendtitische Zellen haben sich 

30 als potente Antigen-prasentierende Zellen erwiesen, die auf zwei Wegen zu einer Induktion 
der Immunantwort fiihrem Der erste ist die direkte Presentation von Peptiden gegenuber 
CD8 + -T-Lymphocyten und deren Aldvierung (Schuler ScSteinmann, 1985; Inaba et aL, 1987; 
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Romani et aL, 1989), der zweite ist die Erzeugung einer protektiven Immunantwott, die von 
CD4 + -Helferlymphocyteii vermlttelt wild, und eine Presentation von Peptiden iiber MHG 
Kkse-II-Moleldile votaussetzt (Grabbe et aL, 1991,1992,1995). 

5 Mittels der Peptidanalyse konnten so verschiedene Tumor-assoziette Antigene (TAA) identi- 
fiziert werden, die fur das Mslanom spezlf isch sind und nach Presentation in Verbindung mit 
dem MHGMolektil und Erkennung dutch die CIX nir Cytolyse der Tumorzellen fuhreri 
(Schadendorf et aL, 1997, S, 21-27) . 

1 0 Die Verwendung von autologen, dendritischen Zellen wuxde 1m Rahmen einer Pilotstudie bei 
Melanompatienten bezilgkch seines Potentials, effeldv, schnell und zuverlassig cytotoxische 
T-Lymphocyten m induzieren, getestet In dieser Studie wurden 16 bereits chemotherapeu- 
tisch voibehandelte Mfelanompatienten im Stadium IV mit Peptid-beladenen dendritischen 
Zellen vakziniert, Die Ansptechraten lagen iiber 30% (5/16 Patienten) (Nesde et aL, 1998). In 

1 5 einer weiteren unabhangigen Studie konnte eine noch hohere Ansprechrate von mehr als 50% 
(6/11 Patienten) nach Itnmunisierung von bereits chemotherapeutiscb vorfeehandelten, me- 
tastasierten Melanompatienten mit MAGE-3Al-beladenen dendritischen Zellen gezeigt wer- ' 
den (Thumer et aL, 1999). Ebenfalls wuxde eine signifikante Expansion von MAGE-A3- 
spezifischen CD8 + -T«Zellen in 8/11 Patienten beobachtet Es erfolgte nach der DG 

20 Vakzinierung in einigen Fallen eine Regression der Metastases Dies wurde von einer CD8* 
T-Zell-Infiltmtion begleitet Dies zeigte, dass die induzietten T-Zellen in mo aktrv "waren. 
Nachteil dieser Strategic ist der gtx>fie kosten- und labortechnische Aufwand (insbesondere 
GMP-Bedingungen). Fiir die zeitintensive Generierung der DC werden grofie Mengen an 
Patientenblut benotigt Bei der Herstellung der Peptide kann zum einen nt»r auf bekannte 

25 tumorassoziierte Antigene zurud^egriff en werden, zum anderen sind je nach HLA-Haplotyp 
verschiedene Peptide notwendig. 

Eine Weiterentwicklung dieses Ansatzes ist die Vakziniening mit RNA-traosfizierten DC 
(Nair et aL, 1998, Nair et aL, 2000). Zahlieiche Studien belegen inzwischen, dafi DC von 
30 Maus und Mensch, die mit mRNA ttansfiziert wurden, eine efficients CTL-Antwort in vitro 
und in-vivo auslosen kSnnen und zu einer deutlichen Redukrion von Metastasen fuhren kon- 
nen (Bocxkowsld et aL, 1996, 2000; Ashley et aL, 1997; Nair et aL, 1998, 2000; Heiser et aL, 
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2001; Mitchell and Naif, 2000; Koido et aL, 2000; Schmitt et aL, 2001), Ein grofier Votteil bei 
der Verwendung von RNA gegemiber Peptiden ist, dass veischiedenste Peptide aus einer flir 
ein TAA codietenden mRNA ptozessiert und prasentiert werden konnea Dunch eine detnrri- 
ge polyvalente Vakziae kann die Wahtscheinlichkeit fiir das Auftreten von sogenannten klo- 
5 nalen „tumor escape"- PhSnomenen deutlicli gesenkt wetdea Darliber hinaus konnen dutch 
diesen Ansate T-ZeU-vermitteke Immunantworten gegen auf naturlichem Wege prozessieite 
und prasentierte Antigene mit potentiell hftherer Immundominanz induziert wetdea Durch 
zusatsdicbe Beteiligung von MHGKlasse-n«iiestringierten Epitopen kann die induzierte tu- 
motspesdfische Immunantwort veistatk und langer aufrecht erhalten werdea Trotzdem ist 
10 auch dieses Vetfahren wegen der notlgen ICulttvierung der autologen DCs nur mit hohem 
Labomufwand (GMP-Bedingungen) durchfuhrbar. 

Bei der vorfiegenden erfindungsgemaSen Sttategie wild mit dem im autologen Tumor des 
Patienten vorhandenen RNA-Expressionspiofil vafoaniert Dadurch wiixl dem spezifischen 
1 5 Tumotprof il des Patienten Rechnung gettagen, wobei auch uubekannte TAAs in die Impfung 
mit eingehea Die aufwendige Anzucht der DC entfallt, da bei der Vakzinierung RNA (keine 
ttansf izietten DO) verwendet werdea 

Erfindungsgemafi wiiti daher eine Impfthetapie unter Verwendung von amplifizierter autolo- 
20 ger Tumor-RNA an Patienten mit metastastertem malignem Melanom, insbesondete Stadium 
Ill/rV, bereitgestellt. 

Durch die Vak&merung -werden iniiuo eine tumoispezifische cytotoxische T-Zellen induziert, . 
urn so einen Minisch-theiapeutischen Effekt (Tumot^Response) m erreichea Es handelt sich 

25 urn einen Immunisierungsansatz, der nur miniinale Eingriffe beim Patienten (Injektion) ei> 
fordett Die Hierapie kann ambulant erfolgenund ist fur viele Tumotpatienten geeignet ohne 
die Einschtankung auf bestimmte HLA-Typen oder definiette T-Zellepitope« Dartiber hinaus 
konnen durch diese Thetapie polyklonale CD4 + T-Helfer als auch CD8+-CTL induziert wer- 
dea Von der Sttategie her entscheidend ist auch die Berticksichtigung bislang unbekannter 

30 TAAs beim Itnpfpmtokoll, sowie die ausschliefiliche Verwendung von autologem Material 
besonders vorteilhaft 
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Behandlongplan 

Die ampKfeierte autologe Tumor- RNA wird dem Patienten id an den Tagen 0; 14, 28 und 
42 verabreicht Zusatzlich eihalten die Patienten jeweik einen Tag nach der RNA-Impfung 
5 GM-CSF (Leucomax® 100 pg/m 2 , Novartis/Essex) s.c. Jeder Patient erhalt an swei verschie- 
denen Stellen eine id Injelmon von je 150 pi der Injeldonslosung, in, der je 100 pg autologe 
Tumor-RNAgelbstist 

2 Wochen nach der vietten Injektion (Tag 56) werden gff. das Ansprechen des Tumors dutch 
10 eine Staging-Untersuchutig (aa, Sonografie, Rontgen- Thorax, CT usw.; siehe hiemi die wei- 
ter unten stehenden Ausfuhrungen) sowie durch die Auswettung der durch die Theiapie in- 
duziertcn immunologischen Parmeter evaluiert 

Bei stabilem Kmnldieitsverlauf oder einem objektiven Tumoransprechen (CR bm. PR) erhal- 
15 ten die Patienten die Vakzinierungen alle 4 Wochen* Wertere Restaging-UnteKuchungen 
konnen bspw, Tag 126, dann im 12-wochigem Abstand voigesehen werden. 

Der Behandlungsplan 1st in der Fig. 13 schematisch dargestellt 

20 Herstellung autologer Tumor-RNA 

Ziel ist die Herstellung autologer Poly(A + )-RNA Bierfur wird aus patienteneigenen Tumor- 
gewebe Poly(A + )-RNA. isolieit Diese isolieite RNA ist an sich sehr instabil und in ihrer Men- 
ge limitiert Deshalb wird die genetische Information in eine wesentlich stabilere cDNA- 
25 BMothek umeschrieben und somit konservierL Ausgehend von der patienteneigenen 
cDNA-Bibliothek kann fur den gesamten Behandlungszeitraum stabilisierte autologe RNA 
hergestellt werdea Das erfbdungsgemafie Vorgehen ist in der Fig. 10 schematisch daigestellt* 

RNAJsclkmtig 

30 

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus einer Tumoigewebe-Biopsie wird ein Verfahren der Fa. 
Roche AG angewendet Hetbei wird das High Pure RNA Isolation Kit (Bestellnummer 
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1828665) nach Herstellerangaben eingesetzt Poly(A + )-RNA wild aus der Gesamt-RNA iiber 
ein weiteres Verfahren der Roche AG mit dem High Pure RNA Tissue Kit (Bestellnummer 
2033674) isoliert 

5 Umtikmg ewer cDNA -Bibliothek 

Die cDNA Bibliothek wild mit dem „SMART PCR cDNA Synthesis Kit" (Fa, Clontech Inc.; 
USA; Bestellnummer P150414) gemafi den Angaben des Hmtellers konstruiert. 

10 Herbei wild die ekzelstmngige Pofy(A + )-RNA iiber einen spesdellen Primer tevers transkri- 
biert Ober einen poly^GUberhang am 3 '-Ende der neu synthetisietten DNA kaon ein wette- 
rer Primer hybridisieren, iiber den das Konstrukt durch PGR amplifeiert weiden kana Die 
doppektrangigen cDNA-Fragmente stehen nun zur Klbnierung in einen geeigneten* RNA- 
Produldonsvekor (z.B, pT7TS; vgL Fig. 8) berek 

15 

Das Verfahren zur Herstellung der cDNA-BMothek aus der Poly-A + ~RNA mit Milfe des 
obigen Kits ist in der Fig. 1 1 schematisch datgestelk. 

Phsrnd-Kbnsttvkte 

20 

Die cDNA-PCR-Fmgmente wetden mit den Restrildonsenzymen NotI und Spel geschnitten 
und in die entsprechenden Restrildonsstellen des p!7TS Vektors analog der im Beispiel.4 
angegebenen Vorgehensweise klonieit Plasmide hoher Reinhjeit werden iiber das Endofree 
^^preparation Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) erhalten. Plasmide, deren einklonierte 
25 Gensequenz der erwatteten Grossenftaldonierung (200bp-4000bp) der cDNA-Bibliothek 
entsprechen, weidea ftir die In tittx) -Tmnsloiption benutzt. Ein Beispiel einer Aufaennung 
e iner reptasentativen cDNA- Bibliothek in einem Agatosegel ist in der Fig, 12 gezeigt. 

In iitm -Tmnsloiption und RNA- Appl&ation 

30 

Die In vto> -Tianskription und die Vetabreichung der RNA etfolgen wie im vorstehenden 
Beispiel 4 beschrieben, 
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Untetsuchungen wahtend der Behandlung 

Vor jeder Impfung (am Tag der Impfung): 
5 Korperliche Untercuchung (einschMlich RR, Fiebet); 
Blutabnahme RoutinoLaborwerte 

1, Blutbad,Differential-Blutbild:3ml 

2. Elektrolyte, LDH, CK, Leberenzyme, Bilirubin, Kneatbin, Hknsaure, Gesamteiweifi, ' 
CRP:5ml 

10 3, Blutsenlajng:2ml}und 

bei Wiederiiolungsimpfungen zusatzlich; Inspektion der lajektbnsstellen. 

Am Tag 1 nach jeder Impfung: 

KSrperliche Untersuchung (einschliefilich RR, Fieber); und 
15 Inspektion derlnjeldonsstellen, 

Bei Staging-Untersucliungen am Tag 56 und 126 nach der ersten Impfung, dann alle 12 Wo 
chen, zusatzlich: 

Erweiterte Routine-Blutentnalime: 
20 1. TtunonnarferS100(7ml) 
, 2. Gerinnungswerte (3 ml); 

Blutentnahme Immunmonitoring (30 ml); 
Allgemeinbefinden (ECXXJ-Score); 

Bildgebende Verfahren (RSn^ert-Thomx, Sonographic, Shelettszintigrairim, CT-Abdomen, 
25 Becken, Thorax, Schadel); und 
EKG, 

Weitere immunologische Untersuchimgen iniitm 



30 



Es wird ggf , die relative Hwfigkeit von antigen-spexifiscben CTL-Vorlauferzellen im periphe- 
ren Blut des Patienten im zeidichen Verlauf der Impftherapie gemessen. 
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Zum einea weiden hierbei mit FACS-Analysen (Tettumerfaitung) CTL-Vorlauferzellen 
quantifiziert, die gegen von Melanomzellen im besonderen Mafic exprimierte Antigene 
gerichtet sind (Tyrosinase, MAGE-3, Melan-A, GP100), Zum anderen wetden EUspot- 
Untersuchungen dtttthgefiihtt, die so ausgelegt sind, dass jzusatzlich CIL-Voriaufeiz^llen 
5 erfasst wetden, die spezifisch gegen bislang unbekannte Antigene gerichtet sind Dazu wetden 
autologe dendritische Zellen, die aus dem peiipheren Blut der Patienten lodtivieit weiden, mit 
der gleichen RNA inkubiett, rait der auch die Impfung duichgofuhrt wurde. Diese dienen 
daim ak Stimulatotzellen in der EUspot-Untersuchung. Die Messung erfasst somit das ge- 
samte Impfspekrunx Fiir diese Untersuchungen konnen Blutentnahmen fiir das Immunmo- 
1 0 nitoring im Rahmen der Staging-Uhtersuchungen und zusatzlich an den Tagen 0, 14, 28 und 
42 von insgesamt 30 ml (20 ml EUspot, 10 ml FACS-Analyse) vorgesehen weiden, sowie 
eine einmalige Abnahme von 100 ml an Tag 70 zur Anzuclit der DC 

Des Weitexien konnen Hautbiopsieptoben aus der Injektionsstelle zur histologischen Unter- 
1 5 suclmng hinsichtlich einer T-Zell-Infiltmtion gewonnen werden, 

Parameter zur Beurteilung der Witfeamkeit 

Die Wirksamkeit der erfbdungsgem&Sen Therapie wtod anhand der vorstehend im Beispiel 4 
20 angegebenen Pammeter bewettet, 
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Patentanspriiche 

5 1. Pkatmazeutiscke Zusammensemmg, entkaltend mindestens eine mRNA, umfassend 
mindestens einen fur mindestens ein Antigen aus einem Tumor codierenden Be- 
teick, in Verbindung mit einem wasserigen LosungsmitteL 

2. Pkatmazeutiscke Zusammensetzung nack Anspruck 1, wobei der fiir das oder die 
10 Antigen(e) aus einem Tumor codierende Bereick und/ oder der 5'- und/ oder der 3- 

nickt-tmnslatiette Bereick der mRNA gegeniiber der WUdtyp-mKNA dexatt veian- 
dert ist, dass er keine destabilisieienden Sequenzelemente aufweist, 

3, ■ Pkarmazeutiscke Zusammensetzung nack Anspruck 1 oder 2, -wobei die mRNA eine 
15 5-Qp-Struktur und/oder einen Poly(A*)-Sckwanz von mindestens etwa 25 

Nucleotiden und/oder mindestens eine IRES und/oder mindestens eine 5- 
Stabilisierungssequenz und/oder mindestens eine 3 -Stabilisierungssequenz aufweist 

4. Pkatmazeutiscke Zusammensetzung nack Anspruck 3, wobei die 5'- und/ oder die 
20 3 , «StabiIisierungssequenz(en) aus der Gruppe, bestekend aus nickt-ttanslatietten Se~ 

quenzen (pTR) des p-Globingens und einer Stabilisierungssequenz der allgemeinen 
Fotmel (Cyi^O^OOC(U/A)P7 x UC(C/l^ ausgewaklt ist/sind 

5, Pkarmazeutiscke Zusammensetzung nack einem der Anspriicke 1 bis 4, wobei die 
25 mRNA mindestens ein Anologes natiirlick vorkommender Nucleotide aufweist 

6* Pkarmazeutiscke Zusammensetzung nack Anspruck 5, wobei das Analoge aus der 
Gruppe, bestekend aus Pkospkortkioaten, Pkospkoramidaten, Peptidnucleotiden, 
Metkylpkospkonaten, 7-Deazaguanosin, 5-Metkylcytosin und Inosin, ausgewaklt ist 
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7, Pharmazeutische Zusammensetzung nacli einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei das 
oder die Antigen(e) aus einem Tumor ein Polyepitop von Antigenen aus einem Tu- 
mor ist/sind* 

5 8, Phamiazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 7, wobei das Polyepitop dunch 
Deletion, Addition und/oder Substitution eines oder mehterer Aminosaurereste 
modifiziert ist, 

9. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei die 
1 0 mRNA zusatzlich fur mindestens ein Cytoldn codiert 

10* Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, welche wai- 
ter ein oder mehrere Adjuvanzien enthalt 

15 11, Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 10, wobei das Adjuvans aus der 
Gruppe, bestehend aus Lipopolysaccharid, TNF-a, CD4Q-Ligand, GP96, Oligonu- 
cleotiden mit dem CpfrMotiv, Altuniniumhydmxid, Freud'sches Adjuvans, Lipo- 
peptiden und Cytoldnen, ausgewahlt ist 

20 12. ' Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 11, wobei das Cytoldn GM- 
CSF kt 

13, Phannazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei die 
mRNA mit mindestens einem kationischen oder polylcatiomschen Agens komple- 

25 xiert oder kondensiert vodiegt. 

14. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 13, wobei das kationische oder 
pol)dcationische Agens aus der Gruppe, bestehend aus Protamin, Poly^LrLysin, Poly* 
lr Arginin und Kstonen, ausgewahlt ist 
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15. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 14, welche 
weiter mindestens einen KNase-Inhibitor enthSlt. 

16. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 15, wobei der RNase-Inhibitor 
5 RNasinist 

17. Phannazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 16, die eine 
Mehtzahl von mW^-Molekulen enthSlt, welche eine cDNA-Bibliothek oder einen 
Teil davon eines Tumorgewebes reprasentiemn, 

10 

18. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 17, wobei der Teil der cDNA- 
BMothek fur die tumorspezifischen Antigene codieit 

19. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 18, wobei das 
15 oder die Antigen(e) aus einem Tumor aus der Gruppe, bestehend aus 707- AP, AFP, 

ART-4, BAGE, frQtenin/m, Bcr-abl, CAMEL, CAM, CASP-8, CDC27/m, 
CDK4/m, CEA, CT, Cyp-B, DAM, ELF2M, ETV6-AML1, G250, GAGE, GnT-V, 
GplOO, HAGE, HER-2/neu, HLA-A*Q201-R17QI, HPV-E7, HSP70-2M, HAST-2, 
hTERT (oder hTRT), iCE, KIAA0205, LAGE, LDLR/FUT, MAGE, MART 
20 1/Melan-A, MC1R, Myosin/m, MUC1, MUM4, -2, -3, NA88-A, NY-ESCM, pl90 

minor bcr-abl, Pml/RARa, PRAME, PSA, PSM, RAGE, RU1 oder RU2, SAGE, 
SART-1 oder SART-3, TEL/AML1, TPI/m, TEUM, TRP-2, TRP-2/INT2 und 
WT1, ausgewahlt ist/sind. 

25 20. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 19, wobei die 
mRNA einen Sequenzberach enthSlt, welcher der Erhohung der Ttanslationsrate 
dienk 
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21, Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Ansprliche 1 bis 20, enthaltend 
mindestens einen wekeren pharmazeutisch vertrSglichen Trager und/ oder mindes- 
tens ein weiteres pharmazeutisch vetttugliches VehikeL 
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22, Phamiazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 21 zur Thera- 
pie und/oder Prophykxe gegen Ktebs. 

23, Vcrfaliren zur Herstellung einer pliammeutischen Zusanimensetzung nach einem 
5 der Anspruche 1 bis 22, umfassend die Schritte: 

(a) Hemellen einer cDNA.-BMothek oder eines Teils davon aus Tumotgewebe 
eines Patienten, 

(b) Heretellen einer Matrize fur die In item -Transcription von KNA anhandder 
cDNA-Bibliothek oder eines Teils davon und 

10 (c) In^-l!i^yhitr^n^ttykt^. 

24, Verfahten nach Anspruch 23, wobei der Teil der cDNABibliothek des Tumorge- 
webes fiir die tumorspezifischen Antigene codiett 

15 25. Vefahren nach Anspruch 24, in welchem vor Schritt (a) die Sequenzen der tumor- 
spezifischen Antigene ermittelt widen. 

26. Verfahien nach Anspruch 25, wobei das Emiitteln der Sequenzen der tumorspezifi- 
schen Antigene einen Abgleich mit einer cDNABibliothek aus gesundem Gewebe 
20 umfasst 



27. Vetfahren nach Anspruch 25 oder 26, wobei das Ermitteln der Sequenzen der tu- 
morspezifischen Antigene eine Diagnose durch einen Mikroaaay umfasst 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 4 
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Fig. 8 



PCT/EP02/14577 



T7-Promotor 



PstI 



mm 



A 3 <A 



pT7TS (3033bp) 



Xenopus IJ-Olobin 5'-nicht-tranlatiert© Region; 
GCTTOTrcTnTTGCAOAAGCTCAOAATAAACOCTCAACTTrGGC 



Xenopus B-Globin 3'-nicht-tranlatierte Region: 

GACTGACTAGGATCTGGTTACCACTAAACCAGCCTCAAGAACACCCGA 
ATGGAGTCTCTAAGCTACATAATACCAACTTACACTTACAAAATGTTG 
TCCCCCAAAATGTAGCCATTCGTATCTGCTCCTAATAAAAAGAAAGTT 
TCTTCACATTCTA 



WO03 051401 [file:/ A\mabo s02\fifmcla ta\IP\F oleyPat\PatenlDocuments\W O 0 305140 1 .cpcl Page 70_of7S 

WO 03/051401 PCT/EP02/14S77 

9/14 
Fig. 9 
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Fig. 10 
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Fig. 11 
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Fig. 12 
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Fig. 13 
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Fig. 14 
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